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ABSTRACT.
Alzheimer and Prion diseases are a group of neurodegenerative disorders characterized by astrocytosis 
and progressive neuronal degeneration. As a causative agent, prions and b-amyloid proteins have been intensely 
investigated in different in vitro and in vivo experimental models. However, the mechanisms and pathways involved 
in prion- or b-amyloid-induced neurological dysfunction are poorly understood. Compelling evidence suggest that 
misfolded prions and b-amyloid-protein aggregates, play an important role in cell dysfunction and tissue damage, 
leading to disease in both patologies. Prion protein (Prion diseases) and b-amyloid (Alzheimer's disease) are 
proteins that trigger disease when they get misfolded. Several lines of evidence suggest that a defective protein 
folding is a central event in both Alzheimer's and Prion disease. Although the two disorders are very different 
clinically, neuropathologically, and biochemically, the molecular event that may trigger the disease process 
appears to be the same: the formation of an altered protein conformer, the amyloid aggregates, composed of 
a high content of beta-sheet structure. Several mechanisms have been proposed to be involved in the amyloid-
induced neurotoxicity; among others it has been suggested that amyloid peptides exerts their toxic effect mainly by 
activating the surrounding microglia population, which in turn induces the synthesis and release of preapoptotic and 
pro-inflammatory factors. In addition, a direct effect of b-amyloid and prions on neurons has also been described. In 
fact, the precise mechanisms involved in the b-amyloid and prions-induced neurotoxicity have not yet been definitely 
clarified. To characterize the effects directly induced on neurons, we have analyzed the gene expression profile 
induced by synthetic peptides corresponding to the most neurotoxic regions of prions and b-amyloid peptides, 
PrP 106-126 and Ab 25-35 respectively. Using an Array HG-U133 plus 2.0 and quantitative reverse transcriptase-
polymerase chain reaction method, we have analysed in SH-SY5Y cells the effects of these peptides. Our results 
show that addition of these peptides to the neuronal culture specifically changes the expression of a relative high 
number of genes, modifying several pathways and biological processes in a common way and causes progressive 
neuronal death even in the absence of microglia. These results may be useful as novel therapeutic approaches for 
Alzheimer’s and Prion diseases.

RESUMEN.
La enfermedad de Alzheimer y las Prionopatías pertenecen a un grupo de enfermedades 
neurodegenerativas caracterizadas por la presencia de astrocitosis y degeneración neuronal progresiva. Como 
agente causante de cada una de las patologías, los priones y las proteínas b-amiloides han sido profundamente 
investigadas en diferentes modelos experimentales tanto in vitro como in vivo. A pesar de todo, los mecanismos y 
las rutas implicadas en las disfunciones neurológicas inducidas por priones y proteínas b-amiloides son aún poco 
conocidas. Son numerosas las evidencias que sugieren cómo los agregados proteicos compuestos por péptidos 
amiloideos mal plegados, juegan un papel fundamental en la disfunción celular y el daño tisular tan característicos 
de ambas enfermedades. La proteína prionica (en las prionopatías) y la proteína b-amiloide (en la enfermedad 
de Alzheimer), son proteínas que desencadenan la enfermedad cuando se encuentran anormalmente plegadas. 
A pesar de que las dos patologías presentan claras diferencias clínicas, neuropatológicas y bioquímicas, diversas 
líneas de investigación sugieren cómo un mal funcionamiento en los procesos de plegamiento proteico constituyen 
un evento principal tanto el las prionopatías como en la enfermedad de Alzheimer, mostrando como principal 
evento molecular de la neurodegeneración la formación de agregados amiloideos proteicos mal plegados, con un 
alto contenido en estructuras b-laminares. Distintos mecanismos han sido propuestos como desencadenantes de 
la neurotoxicidad asociada a los péptidos amiloideos, entre otros, la toxicidad podría ser resultado de la activación 
de la microglia circundante, por los péptidos amiloideos, con la consiguiente liberación de factores pre-apoptóticos 
y pro-inflamatorios o bien ser resultado de un efecto directo de las proteínas amiloideas sobre la neurona. Los 
mecanismos exactos asociados a la neurotoxicidad inducida por priones y por péptidos b-amiloides no es clara 
aún hoy día, por ello es necesario destinar gran parte de los esfuerzos en la descripción y caracterización de los 
mecanismos subyacentes asociados a los péptidos amiloideos. Con el fin de caracterizar los efectos neurotóxicos 
directamente inducidos sobre la neurona, analizamos los perfiles de expresión génica inducidos por los péptidos 
sintéticos PrP 106-126 y Ab 25-35, correspondientes a las regiones más neurotóxicas de los priones y péptidos 
b-amiloides, respectivamente. Utilizando la tecnología de microarrays de expresión Affymetrix GeneChip Human 
Genome U133 Plus 2.0 y la PCR en tiempo real, analizamos el efecto neurotóxico de ambos péptidos en células 
neuronales SH-SY5Y. Nuestros resultados muestran cómo la adición del PrP 106-126 y el Ab 25-35 al cultivo 
neuronal producían cambios específicos en la expresión génica de numerosos genes, modificando diversas rutas y 
procesos moleculares y biológicos de forma común, así como causaban la muerte neuronal de forma progresiva en 
ausencia de glia. Estos resultados podrían ser por tanto útiles como soporte a nuevas aproximaciones terapéuticas 
para la enfermedad de Alzheimer y las prionopatías.
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CDC6 Cell-division-cycle 6 --
CDC25A Cell division cycle 25 homolog A --
CCNs Cyclins Ciclinas
CCNA2 Cyclin A1 Ciclina A1
CCNB Cyclin B Ciclina B
CCNE Cyclin E Ciclina E
CCND1 Cyclin D1 Ciclina D1
CCND3 Cyclin D3 Ciclina D1
CDKs Cyclin-dependent kinases Quinasas dependientes de ciclina
CDK1 Cyclin-dependent kinase 1 Quinasa dependiente de ciclina 1
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 Quinasa dependiente de ciclina 2
CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 Quinasa dependiente de ciclina 4
CDK5 Cyclin-dependent kinase 5 Quinasa dependiente de ciclina 5
CDK6 Cyclin-dependent kinase 6 Quinasa dependiente de ciclina 6
CDKls Cyclin-dependent kinase inhibitors Inhibidores de kinasas dependientes de cilcinas
CDX Caudal type Homeobox --
CENPE Centromere-associated protein E Proteína E asociada a centrómeros
CEP55 Centrosomal protein of 55 kDa Proteína centrosómica de 55kDa
CHK1 -- --
i
CO2 -- Dióxido de carbono
COUP Chicken ovalbumin upstream promoter --
C10RF63 C1 Open Reading frame 63 C1 marco abierto de lectura 63
CREB cAMP response element-binding Elemento de respuesta a AMPc
CROP Cisplatin resistance-associated overexpressed protein
Proteina sobre-expresada asociada a la 
resistencia a Cisplatino
CRTAP Cartilage associated protein --
c-SRC Cellular sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog
--
Ct Crossing threshold Umbral de corte
b-CTF Carboxy-terminal fragment β Fragmento carboxilo terminal b
ε-CTF Carboxy- terminal fragment ε Fragmento carboxilo terminal ε
γ-CTF Carboxy-terminal fragment γ Fragmento carboxilo terminal γ
CUL2 Cullin 2 Cullina 2
CUL3 Cullin 3 Cullina 3
CUL4A Cullin 4A Cullina 4
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 --
DAG -- D-1,2-Diacilglicerol
DEPC -- Dietilpirocarbonato
DKK1 Dickkopf-related protein 1 --
dNTPs Deoxynucleotide Triphosphates Deoxinucleótidos trifosfato
dT DeoxyTimidine Deoxitimidida
E2F -- --
EGR1 Early growth response protein 1 --
ELK-1 E twenty-six (ETS)-like transcription factor 1 --
EST expressed sequence tags --
c-ETS-1p54 c-expressed sequence tag-1p54 --
FDR False Discovery Rate --
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
--
G1 Gap 1 --
G2 Gap 2 --
GABP GA-binding protein --
GADD45A Growth arrest and DNA-damage-inducible protein --
Gly -- Glicina
GPI Glycosyl-phosphatidylinositol Glicosil-fosfatidil inositol
GSK3 Glycogen synthase kinase 3 Glicógeno sintasa 3 quinasa
GSK3b Glycogen synthase kinase 3 β Glicógeno sintasa 3 quinasa β
GnRH Gonadotropin-releasing hormone Hormona liberadora de la gonadotropina
GnRHl GNRH1 gonadotropin-releasing hormone 1 Hormona liberadora de la gonadotropina tipo 1
GnRHll GNRH1 gonadotropin-releasing hormone 2 Hormona liberadora de la gonadotropina tipo 2
GnRHlll GNRH1 gonadotropin-releasing hormone 3 Hormona liberadora de la gonadotropina tipo 2
GNRH2 GNRH1 gonadotropin-releasing hormone 2 Hormona liberadora de la gonadotropina tipo 2
GnRHR Gonadotropin-releasing hormone receptor Receptor de la hormona liberadora de la gonadotropina
GR Glucocorticoid receptor Receptor de Glucocorticoides
GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2 --
H2AFX H2A histone family, member X. --
H2Ax Histone H2A x Histona H2A x
Hand1:E47 -- --
His -- Histidina
HNF-1 Hepatocyte nuclear factor 1 homeobox A --
hnRNP a2/b1 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 Ribonucleoproteína nuclear heterogénea A2/B1
HR -- --
IF Impact Factor Factor de impacto
Ileu -- Isoleucina
IP3 -- Inositol trifosfato
JNK c-Jun N-terminal kinase --
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes --
KIF-1 Kinesin 1 Kinesina 1
Leu -- Leucina
LIG4 DNA Ligase IV. gene Gen codificante para la ADN Ligasa IV
LIM3/LMO3 LIM domain only protein 3 --
ii
LOC65998 -- --
LXR The liver X receptor --
Lys -- Lisina
M -- Mitosis
MAD2A Mitotic spindle assembly checkpoint protein --
MAD2L1 MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 --
MAD1 Mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD1 --
MAD1L MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 --
MDM2 murine doble minute 2 --
MAP9 microtubule-associated protein 9. --
MAPK Mitogen-activated protein kinase MAP quinasas
MARK Microtubule Affinity Regulating Kinases Quinasas reguladoras de afinidad por los microtúbulos
MAT1 menage a trois homolog 1, cyclin H assembly factor (Xenopus laevis)
--
MEF-3 -- --
Met -- Metionina
MGC3032 -- --
MNR Mre11-Nbs1-Rad50 Mre11-Nbs1-Rad50
MRE-11 meiotic recombination 11 homolog A (S. cerevisiae)
--
mTOR Mammalian target of rapamycin --
MTT -- 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2, 5 difenil tetrazolio
NADH -- nicotinamida adenina dinucleótida
NBN/NBS Nibrin Nibrina
NCBI  National Center for Biotechnology Information --
NBP014 -- --
NEK2 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2 --
NFT Neurofibrillary tangles Ovillos neurofibrilares
NFkB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
--
NHEJ Non-homologous end joining --
Nkx2-2 NK2 transcription factor related, locus 2 --
Nkx2-5 NK2 transcription factor related, locus 5 --
Nleu -- Norleucina
NP40 -- Nonidet 40
NRF2 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 --
p75NTR -- Receptor de baja afinidad para neurotrofinas
PARP Poly (ADP-ribose) polymerase Poli (ADP-ribosa) polymerasa
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen --
PHFs Paired helical Filaments --
PKA Protein kinase A Proteína quinasa A
PKC Protein kinase C Proteína quinasa C
PLA2B1 phospholipase A2, group IIB1 Fosfolipasa A2, grupo IIb1
PLA2G6 phospholipase A2, group VI (cytosolic, calcium-independent)
Fosfolipasa A2, grupo VI
PLA2G2E phospholipase A2, group IIE Fosfolipasa A2, grupo IIE
PLA2G2F phospholipase A2, group IIF Fosfolipasa A2, grupo IIF
PLC phospholipase C Fosfolipasa C
PLD1 phospholipase D1 Fosfolipasa D1
PLK Polo Like Kinase --
PM Perfect match --
PMM Perfect mismatch --
PrP -- Prión
PrPc -- Proteína Priónica celular
PrPsc -- Proteína priónica Scrapie
PRNP prion protein gene Gen de la proteína prionica
PrP-Reg -- Regulado por Prión
PXR pregnane X receptor (PXR)/nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2
--
QPPD Quantitative Primer Database --
QPCR Quantitative polimerase chain reaction --
qRT-PCR Real time retro-transcription - and  Polymerase Chain Reaction 
Reacción en cadena de la polimerasa y 
retrotranscripción en tiempo real
RAD50 RAD50 homolog (S. cerevisiae) --
RAR RAR-related orphan receptor C --
iii
Ref -- Referencia
RefSeq Reference Sequence --
RT-PCR Retrotranscription polimerase chain reaction Reacción en cadena de la polimerasa y retro-transcripción
Rb Retinoblastoma Retinoblastoma
Rb1L retinoblastoma-like 1 --
RIF-1 RAP1 interacting factor homolog (yeast) --
RPMI Roswell Park Memorial Institute --
S -- Síntesis
SAC Spindle Assembly Checkpoint (SAC) Punto de control del ensamblaje del huso
SAE1 SUMO1 activating enzyme subunit 1 --
SAE2 SUM2 1 activating enzyme subunit 2 --
SAPE Streptavidin Phycoerythrin --
SCA Subcluster A --
SCB Subcluster B --
SCC Subcluster C --
SCD Subcluster D --
SCE Subcluster E --
SCF Subcluster F --
SCG Subcluster G --
SCH Subcluster H --
SCI Subcluster I --
SCJ Subcluster J --
SF-1 splicing factor 1. --
SFN Stratifin --
SFRS18 Splicing factor, arginine/serine-rich 18 --
SLR Signal low ratio --
SMC2 structural maintenance of chromosomes 2-- --
SMC3 structural maintenance of chromosomes 3 --
SOS-1 Son of sevenless homolog 1 --
SSB Single Stranded DNA ADN de hebra simple
SUMO Small Ubiquitin-like Modifier --
Thr -- Treonina
TFII Transcription factor II --
TFDP1 Transcription factor Dp-1 i --
TLKs Tousled-like kinases --
TLK-1 Tousled-like kinase 1 --
TLK-2 Tousled-like kinase 2 --
TPM4 Tropomyosin 4 Tropomiosina 4
TNFR5 TNF receptor-associated factor 5 --
TOP2A Topoisomerase 2A Topisomerasa 2A
TXIP Thioredoxin interacting protein --
UBA2 Ubiquitin-like modifier activating enzyme 2 --
UBA6 Ubiquitin-like modifier activating enzyme 6 --
UBE1L2 Ubiquitin-activating enzyme E1-like 2 --
UBE2D1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 1 --
UBE2K Ubiquitin-conjugating enzyme E2K --
Val -- Valina
VGCCs Voltage-gated calcium channels --
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein --
XRCCA X-ray cross-complementing group A --
iv


11. INTRODUCCIÓN. 
La enfermedad de Alzheimer y las prionopatías son dos enfermedades neurodegenerativas que constituyen 
en la actualidad un gran problema médico y socio-económico, es por ello que se destinan gran cantidad de recursos 
a la investigación de ambas patologías. Esta movilización de recursos tanto humanos como económicos está 
dirigida fundamentalmente a conocer los procesos patológicos subyacentes, así como al desarrollo de estrategias 
diagnósticas y terapéuticas efectivas. En la actualidad, numerosas evidencias ponen de manifiesto que ambos 
procesos neurodegenerativos comparten numerosas características desde un punto de vista neuropatológico, 
molecular y mecanístico aún cuando su etiología es claramente distinta. La posibilidad de un abordaje común en 
ambas patologías supondría la apertura de nuevas vías de investigación para la obtención de dianas terapéuticas 
hasta ahora no contempladas, lo que facilitaría el desarrollo de nuevos agentes farmacológicos que permitieran, si 
no la erradicación de las mismas, el retraso de su progresión en el tiempo. 
1.1. Neuropatología y bases moleculares de la enfermedad de Alzheimer.
La enfermedad de Alzheimer es una de las causas de demencia más común en la edad adulta. Su incidencia 
ha aumentado de forma espectacular en la última década, de forma que mas de 25 millones de personas se ven 
afectadas en la actualidad por esta patología (210). Según el informe mundial sobre la enfermedad de Alzheimer 
más de 35 millones de personas padecerán demencia en el 2011 y esta cifra se duplicará en los próximos 20 
años, llegando a cifras de 65,7 millones en el año 2030 (70). Esta enfermedad es el síndrome más frecuente en 
la población mayor de 65 años (1-5%), y su prevalencia aumenta en relación con la edad, pudiendo afectar en 
algunas poblaciones a un 30-40% de los mayores de 80 años (63, 255). Presenta distintas modalidades (familiar en 
el 5% de los casos o esporádica en un 95% de los mismos) (242) y en ella participan multitud de factores genéticos 
y ambientales, lo que dificulta cualquier intento de conocer las causas exactas y los mecanismos moleculares 
implicados en su desarrollo. La enfermedad se caracteriza por la aparición de una demencia progresiva y pérdida 
paulatina de las funciones mentales, y en particular aquellas relativas a la memoria, a funciones cognitivas (206, 230). 
Esta patología transcurre entre periodos de lucidez y demencia a lo largo de unos diez años como media, llegando 
en los últimos estadios de la misma a producir una incapacidad física y mental que hacen del paciente un individuo 
totalmente dependiente de sus cuidadores.
En 1907, Aloïs Alzheimer describió el primer caso de este desorden neuropsiquiátrico en una mujer de 
mediana edad, Auguste D que presentaba déficits de memoria, desorientación espacial y temporal, asÍ como 
dificultades en la percepción. Ayudado de métodos histoquímicos, encontró que el cerebro de la mujer presentaba 
gran cantidad de lesiones tanto extracelulares como intracelulares. Estas lesiones, en la actualidad, sabemos 
que se corresponden con las placas neuríticas amiloides y con los ovillos neurofibrilares (NFTs), dos tipos de 
agregados proteicos característicos de esta patología. 
Las placas amiloides, cuyo componente mayoritario es la proteína β-amiloide (Ab) (83, 162), se depositan 
extracelularmente en el parénquima cerebral de determinadas áreas cerebrales implicadas en la memoria y 
el pensamiento abstracto, como el hipocampo, la amígdala, la corteza entorrinal y temporoparietal y algunos 
núcleos subcorticales que emiten proyecciones hacia el hipocampo y el neocórtex, lo que produce una pérdida 
masiva de neuronas que es acompañada de procesos de astrocitosis reactiva generalizada (230, 242). Igualmente, 
las placas se depositan alrededor de las paredes de los vasos sanguíneos, principalmente en los capilares y las 
arteriolas leptomeníngeas y corticales de los ganglios basales, el cerebelo y el hipocampo, produciendo lo que 
se conoce como angiopatía cerebral amiloidea. Ésta, lleva a la formación de aneurismas, necrosis fibrinoides y 
microangiopatías (212). Los ovillos neurofibrilares se localizan en el citoplasma de aquellas neuronas que sufren los 
2procesos neurodegenerativos. Estos son agregados formados por pequeños filamentos apareados de 10 nm de 
diámetro, constituidos por la proteína tau hiperfosforilada y anormalmente plegada (89).
Tanto las placas amiloides como los NFTs aparecen de forma invariable en el cerebro de pacientes con esta 
enfermedad, y aunque no se ha podido demostrar de forma concluyente una relación causal, se ha aceptado que 
estas estructuras podrían ser la causa principal de la misma; en particular y apoyado por evidencias presentadas 
por numerosos estudios, el desarrollo de la fisiopatología de esta enfermedad podría depender directamente de las 
placas seniles y de los procesos neurotóxicos desencadenados por las mismas (76, 183, 231, 232, 246, 256)
1.1.1.  Descripción de la proteína precursora amiloide (APP) y la hipótesis de la 
cascada Aβ.
La hipótesis de la cascada Aβ fue planteada por primera vez por Glenner y Wong (83), cuando tras la 
purificación y análisis de las placas amiloideas observaron que ésta estaba fundamentalmente constituida por un 
péptido de 4 KDa, al que denominaron β-amiloide. Este descubrimiento fue posteriormente confirmado por otras 
investigaciones (214, 278).
El péptido β-amiloide consta de 40 ó 42 aminoácidos (Aβ 40-Aβ 42), siendo liberado anómalamente 
por la actuación secuencial de dos proteasas, las β y γ-secretasas, sobre una proteína precursora de mayor 
peso molecular, que se localiza en la membrana celular (91). APP es una proteína integral de membrana que 
pertenece a la familia de las glicoproteínas de transmembrana tipo I y se expresa de forma ubicua en distintos 
tipos celulares. La APP presenta un extremo aminoterminal que puede estar orientado hacia el exterior de la célula, 
o bien puede estar localizado en el lumen de vesículas como las del retículo endoplásmico, el aparato de golgi o 
de los endosomas intracelulares, y contiene un dominio de unión a heparina, otro dominio de unión a cobre y un 
dominio inhibidor de proteasas (Figura 1) (22). El extremo carboxilo terminal por el contrario está orientado hacia el 
citoplasma. El peptido β-amiloide comprende 28 aminoácidos del dominio hidrofílico de juxtamembrana y de 10 a 
15 aminoácidos del dominio hidrofóbico transmembranal de la APP (103). 
Esta proteína precursora presenta distintas isoformas que son obtenidas a partir del procesamiento 
alternativo de un único gen localizado en el cromosoma 21 (231). Los distintos productos se identifican en base al 
números de residuos que presentan (193). Las isoformas mayoritarias son la APP695, la APP751 y la APP770. La APP695 
es la más abundante en el cerebro, se expresa principalmente en neuronas y en menor grado en la glía (236). Las 
isoformas APP751 y la APP770 se expresan sin embargo de forma ubicua en otros tejidos y presentan en su extremo 
aminoterminal un motivo de 56 aminoácidos que presenta homología con los inhibidores de proteasas tipo Kunitz 
(KPI) (151, 205) (205). La función de esta proteína aún no está clara, sin embargo se le han adjudicado muy diversas 
funciones, de forma que ésta podría participar en procesos de adhesión a proteínas de la matriz extracelular y en la 
preservación de la plasticidad sináptica (35), o podría actuar como receptor de membrana participando en procesos 
de clasificación intracelular directamente asociada a la kinesina I (119) así como en la modulación de la expresión 
génica a través de la liberación de fragmentos proteicos como consecuencia de su propia hidrólisis por procesos 
de proteolisis de proteinas de transmembrana (55) y también como proteína antiapoptótica controlando la activación 
de P53 a nivel post-traduccional (282), la migración neuronal (292) o la homeostasis del cobre (248).
Una vez sintetizada la APP en el retículo endoplásmico, sufre modificaciones a nivel post-traduccional, 
tanto N- y O-glicosilaciones (258), como fosforilaciones y sulfataciones (190), en su paso por el sistema de Golgi. Tras 
estas modificaciones post-traduccionales, el precursor maduro es transportado hasta la membrana plasmática 
por medio de vesículas secretoras, y una vez allí puede sufrir dos procesamientos alternativos de proteolisis: el 
procesamiento no amiloidogénico y el procesamiento amiloidogénico. En el procesamiento no amiloidogénico la 
proteolisis de la APP se produce por una o varias enzimas que se denominan de forma genérica α-secretasas y 
3que cortan a la proteína en medio de la secuencia del péptido b-amiloide, liberando un fragmento aminoterminal 
soluble (APPsα con un tamaño entre 90-100 KDa, secretado al medio (93, 233) con función neurotrópica (164), y un 
fragmento carboxilo terminal de 10 kDa (C83 o αCTF) (176) que puede sufrir a su vez proteolisis por las γ-secretasas, 
liberándose un nuevo fragmento denominado p3 (64, 92) (Figura 1A).
El procesamiento amiloidogénico es un proceso anómalo en el que la APP es cortada de forma secuencial 
por las β y γ-secretasas o ε-secretasas. La β-secretasa, también llamada BACE-1, es una aspartil proteasa 
que pertenece a la familia de las pepsinas, y corta a la proteína precursora en el extremo aminoterminal de la 
secuencia β-amiloide, liberando por un lado un derivado que es secretado (APPsβ) y por otro lado el extremo 
carboxiloterminal de la proteína que consiste en un fragmento de 99 aminoácidos (C99 o bCTF) con un tamaño 
de 12 KDa, C99 (94, 145, 148), a continuación puede ser hidrolizado en su dominio transmembrana por la γ-secretasa, 
complejo proteico heteromérico formado por cuatro proteínas diferentes: presenilina, nicastrina, PEN-2 y APH-1 (91) 
que puede actuar sobre los residuos 39 a 43 de la proteína, originando péptidos amiloides de distintos tamaños y 
con distinta capacidad de agregación (31, 130). Los más abundantes son el Aβ 1-40 (péptido poco agregante) que se 
corresponde con un 90% del péptido total producido y el Aβ 1-42 (péptido muy agregante), que se corresponde con 
el 10% restante (176). Además de los péptidos amiloideos es liberado un fragmento de menor tamaño denominado 
C59 o γ-CTF. Cuando C99 es hidrolizado por la ε-secretasa, se libera el fragmento ε-CTF o C50/AICD de 42-49 
aminoácidos que también parece jugar un papel igualmente importante en el inicio y progresión de las patologías 
4neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (180, 191, 263) o como regulador de la expresión de la proteina 
PrP implicada en las prionopatías (124) (Figura1B).
La sobreproducción de la proteína β-amiloide o bien la ralentización en su degradación, llevan a la 
oligomerización de las distintas formas A β40-A β42 en un proceso en el que se dan mecanismos de polimerización 
dependientes de nucleación (242). Durante estos procesos se han detectado distintas formas intermedias desde 
la proteína nativa monomérica a las fibrillas que constituyen los agregados amiloides formados por estructuras 
β-laminares (16).
En estos procesos las formas iniciales son oligómeros solubles de bajo peso molecular (desde dímeros 
a decámeros) que se han encontrado tanto en el fluido cerebroespinal como en homogeneizados cerebrales 
humanos. Las formas intermedias son fibras cortas y flexibles con un tamaño de 100 nm, que se denominan 
protofibrillas. Estudios cinéticos han demostrado que éstas son formas intermedias metaestables cuya tasa de 
polimerización depende directamente de factores tales como la concentración, la temperatura, la fuerza iónica y el 
pH. Las protofibrillas que presentan un alto contenido en láminas se encuentran en un equilibrio dinámico con las 
formas oligoméricas solubles y son las precursoras directas de las fibras amiloideas (Figura 2) (242) .
Estudios estructurales mostraron que cuando se determinaba la estructura secundaria de los péptidos 
A β40-A β42 en pHs próximos a su punto isoeléctrico, donde se impedía la formación de agregados, éstos 
presentaban una estructura en hélice α de forma predominante con solo algunos giros β. Ha sido ampliamente 
descrito que las fibras amiloides presentan un alto contenido de estructuras β-laminares (176), lo que ha llevado a 
pensar que la existencia de un cambio conformacional previo al proceso de oligomerización es necesario para 
la formación de las placas amiloideas (129, 166, 244). La amiloidosis sistémica producida por estos agregados en el 
espacio extracelular induce mecanismos de estrés físico y mecánico que causan daños axonales difusos, y en 
consecuencia muerte neuronal por apoptosis (267). 
51.1.2. Descripción de la proteína Tau y los ovillos neurofibrilares.
Los ovillos neurofribrilares (NFTs) están compuestos por matrices de filamentos apareados (PHFs) que 
están presentes fundamentalmente en el hipocampo, la corteza entorrinal y en la amígdala (156). Los PHFs son 
estructuras anómalas que se generan por procesos de auto-agregación a partir de las formas hiperfosforiladas de 
la proteína tau, constituyendo auténticas redes proteicas compactas y filamentosas (155, 158).
Tau es una proteína multifuncional que se encuentra asociada a microtúbulos, y cumple diversas funciones 
tales como la estabilización de los microtúbulos frente a procesos de inestabilidad dinámica y actúa como molécula 
puente de los microtúbulos con otros filamentos del citoesqueleto (135, 223). En condiciones normales el equilibrio 
entre las fosforilaciones y defosforilaciones de tau modula la estabilidad del citoesqueleto y en consecuencia 
la morfología axonal espaciotemporal. Una de las modificaciones tempranas que ocurren en la enfermedad de 
Alzheimer es la hiperfosforilación de tau debido a la actuación de diversas proteínas quinasa, lo que produce 
cambios tanto conformacionales como estructurales en esta proteína. Estas modificaciones no son exclusivas 
de la enfermedad de Alzheimer, recientemente ha sido descrito cómo en algunas de las patologías incluidas 
dentro de las prionopatías como la variante transmisible de la enfermedad de Creutzfeld-Jakob y la enfermedad 
de Gerstmann-Straussler-Scheinker se encuentra la proteína tau fosforilada tanto en las neuritas como en la 
región perinuclear neuronal (79). Estos cambios llevan a la formación de oligómeros y filamentos que contribuyen 
6a la generación de los PHFs y en consecuencia a la formación de los ovillos tan característicos de este proceso 
neuropatológico, alterándose su capacidad de unión a microtúbulos y viéndose afectado por tanto, el ensamblaje 
de los mismos (Figura 3) (155, 228). Las proteínas quinasa más relevantes implicadas en las modificaciones de tau 
son la GSK3β (107, 108, 117) la Cdk5, quinasa que es activada por factores como p35 y p39 y está implicada tanto en la 
fosforilación de tau como en procesos de neurogénesis (6, 39, 185), las MAPK (Mitogen activated proteína kinase) (250) 
y las MARK (Microtubule-Affinity Regulating Kinase) (49).
1.2. Neuropatología y bases moleculares de las prionopatías.
Las Prionopatías constituyen un conjunto de desórdenes neurodegenerativos entre los que se incluyen el 
Scrapie en ovejas, la Encefalopatía Espongiforme en vacas así como el Kuru y la enfermedad de Creutzfeld-Jakob 
en humanos (207) siendo esta última la que presenta una mayor incidencia dentro de este grupo de patologías, 
con aproximadamente entre uno y dos individuos afectados por millón y año (275). Al igual que en la enfermedad 
de Alzheimer, estas enfermedades presentan distintas modalidades (familiar en 8% de los casos, esporádicas 
en un 90% e infecciosos en un 2% de los mismos) (242, 243) y todas ellas implican la modificación de la proteína 
priónica (PrP), proteína presente de forma habitual en las células (207) y cuya modificación lleva a la aparición de 
una forma proteica patógena aberrante, resistente a proteasas, llamada PrPsc. Esta proteína anómala se acumula 
extracelularmente en forma de fibrillas o placas amiloideas difusas, o bien intracelularmente en forma de fibras 
o varillas (30, 208, 209) tanto en el cerebro (268), como en el sistema ocular (290) y en los nódulos linfoides del bazo (239).
Los cambios patológicos asociados a estas enfermedades priónicas se observan principalmente en el 
sistema nervioso central, caracterizándose por una degeneración espongiforme del tejido nervioso, con pérdida 
neuronal acompañada de gliosis (275), lo que lleva a la aparición de un amplio espectro de síntomas clínicos, entre 
los que se incluyen demencia, ataxia, alteraciones psiquiátricas o insomnio (242). 
1.1.1 Descripción de la Proteina priónica celular (PrPc) y la proteína priónica 
patógena (PrPsc)
La PrPc es una sialoglicoproteína de membrana codificada por el gen Prpn que está formada por 210 
residuos aminoacídicos y que presenta un tamaño de 33-35 KDa (75, 275). Ésta se encuentra anclada a la cara 
externa de la membrana plasmática a través de una molécula glicosil fosfatidil inositol (GPI) y puede ser liberada 
de la superficie celular tras la actuación de la fosfolipasa C que hidroliza específicamente grupos fosfatidil inositol 
(PIPLC). El PrPc que es altamente susceptible a la digestión con proteinasa K (275) presenta distintos dominios: 
el extremo aminoterminal que incluye a los 120 primeros aminoácidos de la proteína y se encuentra claramente 
desestructurado, de forma que sólo presenta dos estructuras β-laminares y una hélice α de pequeño tamaño y el 
dominio carboxiloterminal que está constituido por un dominio globular formado por dos hélices α de gran tamaño 
unidas por puentes disulfuro y que contiene dos oligosacáridos unidos en dos asparaginas en la posición 197 y 181 
(46, 56) (Figura 4A). Esto hace que la PrPc contenga en torno a un 40% de estructura en hélice α y una pequeñísima 
proporción de estructura en lámina β (208). 
La PrPc se expresa de forma abundante en numerosos tejidos y especialmente en el cerebro, sobre 
todo en el estrato radial y oriental de la región CA1 del hipocampo (208), tanto de humanos como de animales, lo 
que pone de manifiesto que debe estar implicada en funciones fisiológicas importantes. Aunque se desconoce 
su función exacta, se ha postulado que podría actuar como un correceptor en la superficie celular, transduciendo 
señales de supervivencia a través de la activación de las quinasas ERK1/2, la PKA y la PI3K, evitando la muerte 
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7por apoptosis (104, 276) mediante la inhibición de Bax (102, 136, 215) o bien podría actuar como una superóxido dismutasa 
en procesos de oxido-reducción (24, 136, 296). Igualmente se ha descrito que podría contribuir al mantenimiento del 
entorno inmunológico (184) y se le han asignado funciones biológicas que afectarían a procesos de señalización y 
transmisión sináptica (276).
La proteína PrPsc, la forma patógena de la PrPc, se origina a partir de un reordenamiento estructural de la 
isoforma celular normal a través de un proceso autoreplicativo post-traduccional que probablemente ocurre en el 
interior de los endosomas (20, 29, 238). A pesar de tener la misma secuencia aminoacídica que la proteína celular normal, 
su estructura secundaria y terciaria es diferente, produciendo profundos cambios en sus propiedades fisicoquímicas 
(209). Esta isoforma se caracteriza por ser resistente a la hidrólisis por distintas proteasas como la tripsina, sin 
embargo y al contrario de lo que ocurre con la forma PrPc sólo es parcialmente hidrolizada por la proteinasa K, 
originando distintas especies (mono- y biglicosiladas o no glicosiladas) con movilidades electroforéticas diferentes 
denominadas de forma conjunta PrP 27-30. Este núcleo resistente a la hidrólisis por proteasas, tiene la capacidad 
de polimerizar en pequeñas fibrillas de distintos tamaños que son indistinguibles de otras estructuras amiloideas 
desde el punto de vista ultraestructural y de tinción. Estudios de espectroscopía de infrarrojos y de dicroismo 
circular han permitido demostrar que esta capacidad de polimerización reside en el alto porcentaje de estructuras 
8β-laminares presentes en la estructura secundaria del PrP 27-30 con un 50% de estructuras en lámina β y tan 
sólo un 35% de estructuras en hélice α lo que facilita la generación de agregados amiloideos (194) (Figura 4B). Las 
regiones cerebrales en las que se acumula la isoforma PrPsc son distintas a aquellas en las que se encuentra la 
isoforma PrPc y es más, en aquellas regiones en las se detecta la isoforma PrPsc no se detecta la proteína celular 
normal. Así PrPsc se distribuye en el núcleo habenular medial, los núcleos septales medios, la banda diagonal del 
área de Broca así como en los axones mielinizados. Estas pruebas sugieren que los priones son transportados a 
lo largo de los axones siguiendo un modelo de migración de acuerdo con el transporte retrógrado (208).
En la prionopatías, al igual que en la enfermedad de Alzheimer, las proteínas mal plegadas, que surgen 
como resultado de fuertes cambios conformacionales, son inestables en el medio acuoso por exponer en la 
superficie sus segmentos hidrofóbicos, por lo que tienden a estabilizarse mediante la creación de interacciones 
moleculares con otros segmentos proteicos equivalentes, formando pequeños oligómeros con estructura en lámina 
β que poco a poco va creciendo mediante en proceso de polimerización dependiente de nucleación hasta producir 
las fibrillas que se acumulan dando lugar a los agregados amiloideos (Figura 4B) (242).
1.3. Mecanismos de muerte neuronal en la enfermedad de Alzheimer y en las 
Prionopatías.
Tanto la enfermedad de Alzheimer como las Prionopatías se caracterizan por pérdida neuronal selectiva, 
alteraciones sinápticas y procesos neuroinflamatorios (astrocitosis reactiva y activación de la glía). Esta pérdida 
neuronal, que ocurre como consecuencia del plegamiento proteico anómalo y la agregación, transcurre con muerte 
celular programada (153). Se han propuesto tres hipótesis que permiten establecer una relación entre los procesos 
de plegamiento proteico anómalo, la agregación y la muerte neuronal por apoptosis: 1) pérdida de función de la 
proteína nativa 2) adquisición de nuevas funciones neurotóxicas por las proteínas mal plegadas y 3) activación 
directa de la microglia y de los astrocitos por parte de los agregados amiloideos (242).
1.3.1. Hipótesis de la pérdida de función de la proteína nativa.
Esta hipótesis contempla la posibilidad de que los procesos neurodegenerativos estén causados por la 
pérdida de función de la proteína nativa, cuando ésta sufre la transición conformacional durante el plegamiento 
anómalo y el posterior proceso de agregación (242). Como se ha explicado anteriormente tanto la PrPc como la 
APP son glicoproteínas de membrana que presentan funciones neurotróficas, de forma que su ausencia podría 
desencadenar la pérdida neuronal selectiva tan característica de estos procesos. Así, la no inhibición de Bax o 
la falta de función como superóxido dismutasa por parte de PrPc, podría llevar a la muerte neuronal, bien por 
el desencadenamiento directo de la apoptosis o bien por la aparición de cambios en la homeostasis de iones 
metálicos como el Cu2+ y el Zn2+ que llevarían a la formación de radicales libres de oxígeno y a la consiguiente 
neurodegeneración. De la misma forma, la pérdida de las actividades antiapoptóticas descritas para la APP en 
su función del control de P53 a nivel post-traduccional o bien su ausencia como molécula neurotrófica podrían 
desembocar en procesos similares.
1.3.2. Hipótesis de la adquisición de nuevas funciones neurotóxicas.
Esta hipótesis quizás es la más aceptada en la actualidad como explicación de los procesos 
neurodegenerativos. En ella se propone que el plegamiento anómalo y la agregación contribuyen a la aparición 
de proteínas con una nueva estructura conformacional que les proporciona funciones neurotóxicas, de forma que 
son los propios agregados los que inducen la muerte neuronal por apoptosis. Esta hipótesis se ha visto apoyada 
por numerosos estudios en los que se ha observado cómo pequeños fragmentos de las proteínas mal plegadas 
9inducen directamente la muerte neuronal tanto in vitro como in vivo (136, 253). Los agregados extracelulares pueden 
activar rutas de transducción de señal que llevan a la apoptosis mediante la interacción con receptores específicos, 
como los receptores RAGE (receptores para productos finales de glicosilación avanzada) que son capaces de 
unirse a fibras amiloideas formadas tanto por Aβ como por PrPsc, induciendo estrés celular y la activación de NFκB 
(283) o como el receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75NTR (34). Recientes estudios han puesto en evidencia 
que no sólo las estructuras mal plegadas podrían ser responsables de la neurotoxicidad sino que pequeñas 
estructuras oligoméricas podrían inducir la muerte celular, incluso de forma más potente que los agregados ya 
que estas pequeñas moléculas podrían difundir entre las brechas sinápticas contribuyendo más fuertemente a 
la disfunción sináptica (90). De la misma forma, estos pequeños oligómeros pueden interferir con las rutas de 
señalización intracelular afectando de forma irreversible a la viabilidad neuronal y en consecuencia a la plasticidad 
sináptica (19, 243). Otro mecanismo por el cual el péptido β-amiloide y el PrPsc podrían inducir la neurotoxicidad sería 
mediante procesos de desorganización y despolarización de membrana mediados por la formación de canales 
iónicos, lo que resultaría en una dishomeostasis iónica y en una alteración de la regulación en la transducción de 
señales que llevaría a la muerte neuronal (25). El último mecanismo de inducción de muerte celular propuesto sería 
mediante la generación directa de estrés oxidativo por los propios agregados amiloideos, lo que desembocaría en 
un aumento de los radicales libres de oxígeno resultando en la oxidación de lípidos y proteínas, en un aumento de 
los niveles intracelulares de calcio y finalmente en una disfunción mitocondrial (13).
1.3.3. Hipótesis de la inflamación.
En esta hipótesis los agregados proteicos anómalos causarían procesos de inflamación crónica que 
llevarían a la aparición de cambios sinápticos y a la muerte neuronal (165, 279). Existen evidencias de que se produce 
una inflamación crónica en ambos procesos neurodegenerativos, que se caracteriza por la aparición de astrocitosis 
y activación de la microglia, especialmente en aquellas regiones próximas a los depósitos proteicos (16, 179). Se ha 
observado que se produce una acumulación específica de proteínas inflamatorias en los agregados amiloideos, 
entre las que se incluyen proteínas del complemento, inhibidores del complemento, proteínas de fase aguda, 
citocinas inflamatorias, proteasas e inhibidores de proteasas. Igualmente proteínas inflamatorias como citocinas, 
quimiocinas y factores de crecimiento han sido encontradas aumentadas en el cerebro de pacientes afectados por 
estas patologías (165, 280). En contra de lo apuntado en diferentes estudios epidemiológicos, también se han descrito 
estudios in vitro en los que se sugiere que la neurotoxicidad del péptido amiloide podría inducirse directamente 
sobre la neurona, incluso en ausencia de glia (48, 73, 87).
1.4. Utilización de péptidos sintéticos en modelos de neurotoxicidad: Ab 25-35 y 
PrP106-126.
 Desde un punto de vista patológico, es interesante observar que neuropatías con etiologías tan distintas 
como la enfermedad de Alzheimer, o la enfermedad de Creutzfeld-Jakob, presenten sin embargo un alto índice 
de coincidencias. Las dos enfermedades presentan modalidades clínicas distintas (familiar y esporádica) y 
su patología se caracteriza por pérdida neuronal y alteraciones sinápticas. Por otro lado, ambas podrían ser 
consideradas como “desórdenes asociados a cambios conformacionales proteicos”, ya que en ambos casos el 
componente mayoritario de los depósitos cerebrales está constituido por proteínas anormalmente plegadas, con 
una proporción elevada de estructuras β laminares, originadas (bien por procesamiento enzimático anómalo, bien 
por alteración conformacional) a partir de glicoproteínas de membrana que en su estado natural poseen una 
función neurotrófica. En ambos desórdenes se produce además la aparición de PHFs constituidos por la proteína 
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tau fosporilada y el alelo APOE disminuye el riesgo de sufrir las variantes genéticas de ambas patologías (199). 
Desde el punto de vista genético existe una asociación significativa del PRPN en homocigosidad para la variante 
Met129Val con la enfermedad de Alzheimer. De la misma forma estudios de asociación utilizando miles de SNPs 
han permitido describir cómo diversos loci, previamente asociados a la enfermedad Creutzfeld-Jakob, confieren 
igualmente riesgo de sufrir la enfermedad de Alzheimer (90). Otra similitud a tener en cuenta en ambas patologías es 
la función del PrPc como receptor tanto para el péptido Aβ 1-42 (90) como para el PrPsc (213) produciendo alteraciones 
en la plasticidad sináptica y pérdida neuronal selectiva (66, 141) que se podrían explicar por la ausencia de función de 
las proteínas celulares nativas, por el desencadenamiento de una reacción inflamatoria crónica tras la activación 
directa de la microglia y los astrocitos por los agregados proteicos anómalos, o por la adquisición de funciones 
neurotóxicas por las proteínas mal plegadas. Con el fin de simular la toxicidad asociada a cada una de las proteínas 
neurotóxicas Ab 1-42 y PrPsc ha sido común la utilización de péptidos sintéticos como el Abeta 1-42, el Ab 25-35 
y el PrP106-126 respectivamente.
1.4.1. Aβ 25-35.
El Aβ 25-35 constituye el fragmento de menor tamaño procesado in vivo por las proteasas cerebrales (139) 
y corresponde con la región biológicamente activa del péptido completo Aβ 1-42 y se caracteriza por constituir la 
fracción más neurotóxica y fibrilogénica del mismo además de mantener niveles significativamente elevados en su 
capacidad de agregación respecto al péptido completo (32). En la actualidad este péptido es sintetizado, purificado 
y utilizado de forma frecuente como modelo en el estudio a nivel molecular de la enfermedad de Alzheimer. 
Numerosos estudios han puesto de manifiesto la existencia de una clara correlación entre la estructura en 
agregados del Aβ 25-35 y su efecto neurotóxico. De hecho son varias las regiones que confieren las características 
conformacionales al péptido Aβ 1-42 facilitando los procesos de agregación y neurotoxicidad (240). El Aβ 25-35 
corresponde con una fracción hidrofóbica del extremo carboxiloterminal del péptido Aβ y parece ser fundamental 
tanto para la estabilización estructural de los agregados como para su insolubilidad. Estas características vienen 
fundamentalmente determinadas por la presencia de una metionina en la posición 35 (Met35). Cuando ésta es 
sustituida por otro residuo aminoacídico como la Norleucina (Nleu) o bien es oxidada, se produce una clara 
disminución tanto en la agregación como en la capacidad neurotóxica del péptido, indicando por tanto la gran 
importancia de este residuo en el proceso de neurotoxicidad. Además de la Met35, existen otras regiones que 
contribuyen al ensamblaje, plegamiento y estabilidad de los agregados. Entre ellas se encuentran una región 
localizada en la posición 25-29 que constituye un giro tipo β y contribuye al plegamiento y estabilidad durante 
el ensamblaje de los péptidos Aβ y dos Isoleucinas (Ileu31 e Ileu32) que también contribuyen a su ensamblaje y 
favorecen la aparición de estructuras β-laminares facilitando entonces los procesos de agregación (32, 172, 200).
De la misma forma que se ha demostrado el efecto neurotóxico del Aβ 25-35 formando de parte agregados 
proteicos, son recientes los estudios que ponen de manifiesto un efecto neurotóxico de las formas solubles no 
agregadas del péptido β-amiloide. El efecto neurotóxico de las formas solubles contribuiría a la patofisiología de 
la enfermedad de Alzheimer alterando las funciones neuronales en los primeros estadios del proceso patológico, 
precediendo a la formación de los agregados y las placas amiloideas (262, 286). En estos estudios se describe cómo el 
péptido Aβ 25-35 tras internalizarse en la célula interactúa con la membrana mitocondrial interna y probablemente 
interfiere con algunas deshidrogenadas implicadas en la producción de NADH que forman parte del complejo I de 
la cadena transportadora de electrones induciendo la hinchazón y ruptura de la mitocondria y en consecuencia 
la muerte desencadenada por la vía apoptótica. La hinchazón de la mitocondria ocurre tras la aparición del poro 
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permeable de transición mitocondrial (PTP) lo que resulta en una pérdida del potencial de membrana mitocondrial 
(32). En la formación del PTP podría estar implicada la Met35 del péptido Aβ 25-35, en estado reducido podría 
incrementar los niveles de radicales hidroxilo, altamente reactivos, lo que tendría como consecuencia la apertura 
del poro (149). De la misma forma Aβ 25-35 podría inducir la neurotoxicidad actuando como agente reductor capaz 
de modificar el estado oxidativo del hierro e interfiriendo así en la integridad de la membrana mitocondrial (32).
1.4.2. PrP106-126.
El péptido sintético PrP106-126 corresponde a los residuos 106-126 de la proteína priónica humana 
y es capaz de inducir astrogliosis, siendo altamente neurotóxico y fibrilogénico tanto in vitro como in vivo (75, 
140). Este péptido contiene una secuencia palindrómica AGAAAAGA altamente amiloidogénica que comprende 
desde las posiciones 113 a la 120 (23, 251). Ésta es una secuencia adyacente a la primera de las dos estructuras en 
lámina β de la PrPc y es una región altamente hidrofóbica que presenta gran plasticidad estructural. El PrP106-
126 mimetiza el efecto de PrPsc, tiene un alto contenido en estructura b-laminar, presenta resistencia a proteasas, 
tendencia a agregarse en fibrillas y es tóxico para las células neuronales induciendo su muerte por apoptosis 
(74, 115). Por otra parte ha perdido su capacidad infecciosa lo que facilita enormemente su uso. Este péptido se 
caracteriza por presentar dos regiones estructurales opuestas, una hidrofílica y otra hidrofóbica que le confieren 
su capacidad de interactuar con la membrana plasmática aumentando su viscosidad a nivel microscópico, lo que 
origina alteraciones tanto en la homeostasis iónica como en la función de receptores dependientes de Ca2+ (136).
Las peculiaridades fisico-químicas de este péptido se concentran en el segmento aminoterminal, 
presentando un papel determinante en su resistencia a proteasas y durante la conversión conformacional. Este 
péptido sintético adopta distintas estructuras secundarias en función de las características del entorno en el 
que se encuentra (pH y fuerza iónica). El PrP106-126 presenta el tamaño suficiente como para conservar las 
principales características de la proteína priónica completa. Este péptido es altamente hidrofóbico y está cargado 
positivamente debido a la presencia de dos lisinas y una histidina que le proporciona una naturaleza anfipática. Su 
carga neta puede variar con el pH debido al estado de ionización de la Histidina 111, presentando una carga neta 
+2 a pH>7 y de +3 a pH < 6. La presencia de estas cargas positivas es lo que facilita la aparición de puentes salinos 
que pueden estar implicados en la formación de canales (136). De la misma forma se ha observado que el PrP106-
126 está constituido fundamentalmente por estructuras β-laminares a pHs ácidos (45), lo que facilita el proceso de 
polimerización durante la formación tanto de estructuras fibrilares como de agregados amiloideos.
La citotoxicidad del péptido reside tanto en su capacidad para formar canales iónicos así como en la de 
interaccionar con los componentes de la membrana celular (lípidos y proteínas) induciendo cambios tanto en la 
permeabilidad de membrana como en los gradientes iónicos existentes a través de la misma (136).
1.5.  La genómica funcional como herramienta en el estudio del Alzheimer y las 
prionopatías.
 
La situación en la que se encuentra una célula depende en gran medida de numerosos procesos 
reguladores y de la expresión simultánea de un gran número de genes, es por ello que el estudio de una o 
varias moléculas en particular proporciona poca información sobre la situación de la célula en un contexto 
determinado, tanto fisiológico como patológico. Por ello, para llegar a un mejor conocimiento de cualquier 
proceso es necesaria la utilización de métodos capaces de aportar información global, métodos que permitan 
tener una visión más amplia de todos los cambios que se están produciendo como resultado de un determinado 
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proceso. 
En respuesta a la necesidad de una comprensión global de los procesos biológicos se han desarrollado 
métodos de análisis masivo que permiten el estudio en paralelo de numerosas moléculas, incluso de todos los 
mensajeros de un organismo. Entre estos métodos se encuentra la hibridación de microarrays (72) que permite 
el análisis simultáneo de la expresión de aquellos genes que se transcriben a ARNm bajo unas determinadas 
condiciones experimentales, fisiológicas o patológicas. Son numerosos los estudios que han empleado este 
abordaje con el fin de dilucidar los mecanismos patofisiológicos subyacentes tanto en la enfermedad de Alzheimer 
como en las prionopatías (18, 51, 78, 80, 125, 132, 161, 171, 225, 226).
Para la identificación de genes y rutas implicados en los procesos neurotóxicos inducidos tanto por el Aβ 
25-35 como por el PrP106-126 en un modelo neuronal, se emplearon por tanto microarrays de ADN, que permiten 
analizar de forma rápida y simultánea miles de tránscritos, proporcionando una información precisa sobre los 
cambios inducidos en la expresión relativa de los mismos. De esta forma se puede determinar el grado de similitud 
en las variaciones de expresión génicas aparecidas como consecuencia de la toxicidad inducida por cada uno de 
los péptidos.
En vista a las similitudes que presentan ambos desórdenes, se puede especular con que la toxicidad 
inducida tanto por los depósitos de péptido β-amiloide, como por los de PrPsc podría implicar mecanismos similares 
en ambas patologías, de forma independiente a su etiología. De acuerdo con esta hipótesis, en este trabajo se 
trata de caracterizar y estudiar in vitro el perfil de expresión génica inducido tanto por los priones, como por los 
péptidos β-amiloides, en un modelo neuronal humano y en ausencia de glía, tratando así de discernir aquellos 
procesos mecanísticos directamente asociados al efecto neurotóxico inducido por ambas proteínas. Con ello se 
trata de encontrar posibles redes de regulación génica y rutas de señalización alteradas de forma común en los 
dos procesos patogénicos así como la profundización en las bases moleculares de ambas enfermedades. En el 
caso de encontrar vías de actuación común, podría abrirse un nuevo e interesante campo terapéutico, en el que 
se abordaran una serie genes como dianas terapéuticas comunes en ambas enfermedades y mas aún, cabría 
plantearse el hecho de que estas pudieran también verse alteradas en otras patologías que tambien cursan con 
la aparición de agregados proteicos véase la enfermedad de Parkinson, Huntington, la diabetes mellitus tipo II, la 
esclerosis lateral amiotrofica o la polineuropatía amiloide familial (53, 122, 142, 254).
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2. OBJETIVOS. 
	Optimización y validación de la toxicidad de los péptidos Aβ 25-35 y PrP106-126 como modelos 
de neurotoxicidad.
	 Caracterización in vitro de los perfiles de expresión asociados a la toxicidad inducida por los 
péptidos amiloides Aβ 25-35 y PrP106-126 en un modelo exclusivamente neuronal, que permita 
caracterizar los procesos mecanísticos directamente asociados a la toxicidad de Aβ 25-35 y 
PrP106-126 en ausencia del contexto inflamatorio mediado por la glia.
	 Integración funcional de los perfiles de expresión génica para  los péptidos Aβ 25-35 y PrP106-126 
en anotaciones biológicas y moleculares que permitan encontrar posibles redes de regulación 
génica y rutas de señalización, con los que ahondar en las bases moleculares de ambos 
procesos patogénicos, así como posibles nuevas relaciones transduccionales desencadas como 
consecuencia de la exposición a cada uno de los péptidos.
	 Evaluación de la robustez de los datos obtenidos a partir de microarrays de expresión en relación 
a plataformas alternativas como la PCR en tiempo real. Determinación de la utilidad de los 
microarrays de expresión en la comprensión global de un determinado contexto fisiológico o 
patogénico.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS. 
3.1  Materiales.
3.1.1  Productos.
 Productos químicos.
 Los reactivos y productos de uso habitual en el laboratorio fueron suministrados por las siguientes casas 
comerciales: Amresco, Boehringer Mannheim, Carlo Erba, Falcon, Fluka, Gibco, Merck, Millipore, Promega, Riedel 
de Haën, Serva, Biorad, Calbiochem y Sigma-Aldrich.
 Productos de Biología Molecular y Celular.
 El Cell Proliferation kit (MTT) (Ref. #1465007) y el In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Ref. # 
1684795) fueron proporcionados por Roche (Barcelona). La camptotecina (Ref. #C9911) fue adquirida a Sigma-
Aldrich. (Madrid). El BCA protein assay kit (Ref. #23209) fue adquirido en Pierce (Madrid). La membrana de 
nitrocelulosa PROTRAN (Ref. #10401196) fue adquirida a Whatman Schleicher&Schuell Bioscience, (Barcelona). 
El ECL (Ref. #RPN2209) se compró a Amersham Biosciences (Barcelona). El GeneChip Expression 3’-Amplification 
Reagents One-Cycle cDNA Synthesis Kit (Ref. #900431), el GeneChip Expression 3’-Amplification Reagents for 
IVT labeling kit (Ref. #900449) y el GeneChip Sample Cleanup module Kit (Ref. #900547) fueron adquiridos a 
Affymetrix (Reino Unido). El Suplemento N2 (Ref. #17502048), la solución de penicilina-estreptomicina (Ref. 
#0912), la glutamina (Ref. # 25030-024), Tripsina-EDTA (Ref. #25300) la DNAasa I Amplification grade (Ref. 
#18068015), el Oligo dT (Ref. #18418-012) y la Superscript II Reverse Transcriptase (Ref. #18064-022), fueron 
obtenidos de Invitrogen (Barcelona). El Rnasin Ribonuclease inhibitor (Ref. #N22111) se compró a Promega 
(Madrid) y el Brilliant SYBR Green QPCR master mix (Ref. #600548) fue adquirido a Stratagene (Madrid). El TRi-
Reagent (Ref. #79424) se adquirió a Sigma-Aldrich (Madrid) y el Kit RNeasy Total Isolation Kit (Ref. #74104) y el 
RNAase-Free DNase Set (Ref. #79254) a QIAGEN (Madrid).
 
3.1.2  Anticuerpos.
PARP (H-250): Anticuerpo policlonal que reconoce a los aminoácidos 764-1014 del extremo caboxilo 
terminal, perteneciente a la Poli-ADP Ribosa polimerasa de origen humano. Permite la detección de dos fragmentos 
de 112 y 85 KDa, una vez que ésta ha sido hidrolizada. (Ref. #sc-7150) Santa Cruz.
Caspasa 3 hidrolizada (Asp175): Anticuerpo policlonal que permite la detección de los niveles 
endógenos, del fragmento de 17/19 KDa, liberado tras la hidrólisis de la caspasa 3 en el residuo Asp175, tanto de 
origen humano, como de ratón y rata. (Ref. # 9661) Cell Signaling technology.
 Anticuerpos secundarios: Anti IgG de conejo (Ref. #sc-2030), anti IgG de cabra (Ref. #sc-2056) y anti 
IgG de ratón (Ref. #sc -2005). Santa Cruz
.
3.1.3  Líneas celulares
 SH-SY5Y: Sublínea de neuroblastoma humano originada a partir de la línea celular SK-N-SH. Procede 
de una metástasis en médula ósea y fue obtenida de la American Type Culture collections. EE.UU. (Ref. ATCC 
#CRL-2266).
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3.1.4  Péptidos
 PrP106-126: El péptido corresponde a los aminoácidos 106-126, de la proteina PrPc y presenta la 
siguiente secuencia: H-Lys-Thr-Asn-Met-Lys-His-Met-Ala-Gly-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Ala-Val-Val-Gly-Gly-Leu-Gly-
OH. Éste fue adquirido a NeoMPs (Ref. #SC1382) Strasbourg, Francia.
El Aβ 25-35: El péptido corresponde a los aminoácidos 25-35 del péptido Aβ 1-42 y presenta la siguiente 
secuencia: H-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-OH Este fue adquirido a Anaspec (Ref. #24228) San 
José. California, EE UU.
3. 2  Métodos.
3. 2.1  Cultivos celulares
La línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y fue cultivada en RPMI con un 10% de suero bovino 
fetal, penicilina (10000U/ml), estreptomicina (10000 µg/ml) y glutamina 2mM, en 5% de CO2 y a 37ºC. Una vez las 
células estaban subconfluentes, se disociaron usando tripsina/EDTA, y se plaquearon 48 horas antes de llevar a 
cabo los tratamientos. 24 horas antes de realizar los mismos, éstas se mantuvieron en ausencia de suero en RPMI 
con Suplemento N2, penicilina (10000U/ml), estreptomicina (10000 µg/ml) y glutamina 2mM, en 5% de CO2 y a 
37ºC. Los tratamientos se realizaron mediante la adición de los distintos factores disueltos y/o envejecidos en el 
mismo medio sin suero. 
3. 2.1.  Preparación y agregación de los péptidos Ab 25-35 y PrP106-126.
El péptido Aβ 25-35, fue disuelto en agua desionizada a una concentración 2,5 mM para facilitar el proceso 
de agregación del péptido (200) y fueron almacenados a -80ºC hasta su utilización. 
El péptido PrP106-126 fue disuelto en PBS NaCl 200 mM, pH 5,5 ó pH 7,0 a una concentración 2 mM para 
facilitar su agregación. Finalmente este fue envejecido durante 48 horas a temperatura ambiente con agitación 
continua para provocar el proceso de fibrilogénesis (45).
3.2.3 Ensayos TUNEL (Terminal deoxynucleotide transferase-mediated d UTP 
Nick end-label).
Células SH-SY5Y se cultivaron 48 horas antes de recibir el tratamiento, en placas de 24 multipocillos 
y utilizando como soporte cubres de 12 mm de diámetro. Una vez fue realizada la incubación con los distintos 
péptidos las células se fijaron con una solución de paraformaldehido al 4% preparada en PBS (pH 7,4) durante una 
hora a temperatura ambiente. A continuación se realizó un lavado con PBS y se incubaron todas las muestras con 
una solución de permeabilización (Tritón-X-100 al 0,1% preparado en citrato sódico al 0,1%) durante dos minutos 
en hielo (2-8ºC). Realizada la permeabilización, a continuación se lavaron las muestras de nuevo con PBS, se 
secaron ligeramente y se añadió la mezcla de reacción tunel que incluye la enzima TdT (Terminal deoxinucleotidil 
transferasa) y una mezcla de nucleótidos marcados con fluoresceína. Añadida la mezcla de reacción, ésta se 
incubó en atmósfera húmeda y en oscuridad durante una hora a 37ºC. Finalmente, se realizaron tres lavados 
consecutivos con PBS y se dejaron secar las muestras, para montarlas con el medio de montaje Vectashield que 
incluye DAPI (4’,6 diamidino-2-phenylindole). Las muestras se analizaron por microscopia de fluorescencia con un 
microscopio Axiophot de Zeiss (Alemania) con longitudes de onda de excitación en el rango de 450-500 nm para 
la fluoresceína, y en el rango 345-360 nm para el DAPI. Todas las imágenes adquiridas fueron capturadas por una 
2.
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cámara digital Olympus DP70.
3.2.4 Ensayos de viabilidad celular (MTT).
 
Células SH-SY5Y se cultivaron 48 horas antes de recibir el tratamiento con los distintos péptidos en 
placas de 96 multipocillos. Pasados los distintos tiempos de incubación, a un volumen de 100 ml de medio de 
cultivo se le añadieron 10 μl de solución de marcaje MTT (3-[ 4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyl tetrazolium 
bromid) preparada en PBS, y se mantuvo durante un tiempo de cuatro horas a 37ºC y 5% CO2, pasado este tiempo 
y formados los cristales de formazán, se añadieron 100 μl de solución de solubilización (10% SDS en 0,01M de 
HCl), y se incubó durante toda la noche. Los resultados de estos ensayos se obtuvieron, mediante la lectura de la 
placa multipocillo en un lector de ELISA VersaMax de Molecular Devices a una longitud de onda de 650nm.
3.2.5 Inmunodetección de proteínas.
Las células SH-SY5Y cultivadas y tratadas en placas de 35mm durante distintos tiempos fueron lavadas 
con PBS 1X frío y lisadas en 20mM de MOPS (pH 7,0), 150mM de NaCl, 1mM de EDTA, 1% de NP40, 1% 
de Deoxicolato sódico, 0,1% de SDS, 1mM Ortovanadato sódico, 50mM NaF, 10 μg/μl de Leupeptina, 2 μg/μl 
de Aprotinina, 1 μg/μl  de Pepstatina A y 1mM de PMSF. Una vez obtenidos los extractos proteicos totales, se 
procedió a la cuantificación de los mismos, mediante el método del ácido bicinconínico (BCA) (237), empleando 
el protocolo y los reactivos de la casa comercial Pierce. Cuantificadas cada una de las muestras se procedió 
a su separación en geles de SDS-PAGE al 15%, 12% u 8% de acrilamida y posteriormente se transfirieron a 
membranas de Nitrocelulosa (Schleicher&Schuell Bioscience). Realizada la transferencia de las proteínas se llevó 
a cabo la inmunodetección de las mismas. Previamente, para evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos a las 
membranas, éstas se bloquearon en TBS con 0,1% Tween-20 (T-TBS 0,1%) que contiene 5% de leche desnatada 
en polvo, en agitación constante, durante distintos tiempos y temperaturas en función del anticuerpo. PARP fue 
bloqueado a 4ºC toda la noche, mientras que la Caspasa 3 hidrolizada, fue bloqueado a temperatura ambiente 
durante dos horas. Las incubaciones tanto de los anticuerpos primarios como de los anticuerpos secundarios se 
realizaron en la misma solución utilizada durante el bloqueo. Los anticuerpos se emplearon a distintas diluciones: 
1:2000 para PARP y 1:1000 para la caspasa 3 hidrolizada. La caspasa 3 hidrolizada se incubó a 4ºC durante toda 
la noche, mientras que PARP, se incubó a temperatura ambiente durante una hora. Después de cada una de las 
incubaciones se realizaron 3 lavados de 15 minutos en T-TBS 0,1% y en agitación lenta. Realizados los lavados 
se procedió a la incubación de las membranas con los anticuerpos secundarios durante una hora a temperatura 
ambiente. Tanto PARP como la Caspasa 3 hidrolizada se incubaron con anti-IgG de conejo conjugada con HRP 
y se empleó en ambos caso una dilución 1:3000. A continuación se realizaron los lavados en cada caso como se 
describió anteriormente y se procedió a la visualización de las proteínas mediante quimioluminiscencia, empleando 
el sistema de detección ECL de Amersham Biosciences.
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3.2.6 Análisis de ARN.
3.2.6.1 Extracción de ARN.
 Células SH-SY5Y se cultivaron 48 horas antes de recibir el tratamiento con los distintos péptidos tanto en 
placas de 35 mm como de 100 mm. Una vez pasaron los tiempos de incubación correspondientes, en todos los casos 
se recogieron las células respectivamente en 250 μl ó 1ml del reactivo comercial TRIzol-Reagent (Sigma-Aldrich) 
que supone una versión mejorada del método de aislamiento en un sólo paso desarrollado por Chomczynski y 
Sacchi (43) y se conservaron a -80ºC hasta la extracción del ARN. Previo a la extracción del ARN se descongelaron 
las muestras y se mantuvieron cinco minutos a temperatura ambiente, para asegurar la completa disociación 
de los complejos núcleoproteicos. A continuación se añadieron 50 ó 200 μl de cloroformo respectivamente, y se 
agitaron las muestras vigorosamente durante 15 segundos, para luego dejarlas reposar durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, las muestras se centrifugaron a 12.000 g durante 15 minutos a 4ºC. 
Tras la centrifugación el ARN quedó en la fase acuosa, ésta se transfirió a tubos limpios, y el ARN fue recuperado 
mediante la precipitación del mismo con 125 ó 500 μl de isopropanol respectivamente, para ello, se dejaron las 
muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente y a continuación se centrifugaron a 12.000 g durante 10 
minutos a 4ºC. Precipitado el ARN, éste se lavó en 250 μl ó 1 ml de etanol al 75% y a continuación se centrifugó a 
12.000 g durante 5 minutos a 4ºC. Finalmente el ARN total extraído se resuspendió respectivamente en 15 ó 20 μl 
de agua milli Q tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). 
 El ARN total extraído fue purificado mediante el kit comercial Rneasy Total Isolation Kit (QIAGEN).Este 
método está basado en un sistema de columnas con membranas de silica-gel que presentan propiedades de unión 
selectivas, lo que permite por un lado el aislamiento de moléculas de ARN mayores de 200 nucleótidos y por otro 
lado el enriquecimiento de las muestras en ARN mensajero (ARNm), ya que tanto los ARN ribosómicos 5.8S y 5S, 
así como los ARN transferentes que constituyen entre el 15-20% del ARN total son selectivamente excluidos por 
presentar tamaños inferiores a 200 nucleótidos. Además de la purificación del ARN se realizó al mismo tiempo una 
limpieza del mismo con DNAasa, para ello se utilizó el RNAase-Free DNase Set (QIAGEN). El ARN total se unió a 
la columna donde tras varios lavados con una solución que tiene etanol fue eluido de la columna con 35 μl de agua 
desionizada tratada con dietilpirocarbonato.
 Tras la purificación del ARN se procedió a su cuantificación en un espectrofotómetro GeneQuant Pro 
(Pharmacia) e igualmente se obtuvo el cociente entre la absorbancia a 260 nm y a 280 nm. En todo momento se 
tuvo en cuenta que dicho cociente presentara un valor comprendido en un intervalo de 1.7-2.0, asegurando así 
una calidad mínima del ARN total, libre de impurezas, proteínas contaminantes, etanol, fenol y otras sales que 
disminuyen la eficiencia de todas aquellas reacciones que se realizarían a posteriori, tanto para el proceso de 
hibridación de los microarrays de oligonucleótidos de alta densidad, como para la RT-PCR en tiempo real (qRT-
PCR). 
Finalmente, se comprobó la integridad del ARN total en un gel de agarosa al 1%, comprobando la relación 
de intensidad entre los ARN ribosomales 28S Y 18S, así como la clara ausencia de un smear, lo que indicaría una 
degradación parcial o total del ARN.
3.2.6.2 Análisis de la expresión génica con la plataforma Genechip® de Affymetrix.
Genechips de Affymetrix.
Para llevar a cabo el análisis global de la expresión génica utilizamos los microarrays de expresión de 
alta densidad Genechip® de Affymetrix que son ampliamente ventajosos respecto a otras plataformas. Entre 
todos los disponibles se seleccionó el chip HG-U133 Plus 2.0. Este chip permite el análisis de los niveles de 
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expresión de 47.000 tránscritos y variantes, incluyendo 38.500 genes humanos perfectamente caracterizados.
Éstos se encuentran representados por más de 54.000 sondas y 1.300.000 oligonucleótidos distintos, lo que 
permite realizar múltiples medidas independientes para cada uno de los tránscritos, aportando exactitud y 
reproducibilidad a los datos resultantes. La estrategia particular de estos chips consiste en la síntesis de varias 
parejas de oligonucleótidos (de 11 a 20 parejas en función del chip) para cada gen, seleccionados en una región 
próxima al extremo 3’ de la secuencia del ARNm. Cada pareja de sondas o “probepair” consiste en una secuencia 
complementaria al ARNm (sonda “perfect match”) y otra secuencia que difiere respecto a la primera en un único 
oligonucleótido central (sonda “perfect mismatch”) (Figura 5). El desarrollo de esta estrategia permite por un lado 
la cuantificación y la substracción de la señal causada por las hibridaciones inespecíficas características de este 
tipo de chips, mientras que por otro lado permite llevar a cabo la discriminación entre miembros de una misma 
familia de genes y por último permite la identificación de tránscritos raros o cuya expresión es discreta. Estas 
características son muy ventajosas respecto a las que presentan otros chips ya que confieren especificidad y 
sensibilidad a los experimentos, facilitando así la obtención de resultados robustos.
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Todas las sondas recogidas en este chip fueron diseñadas a partir de secuencias obtenidas directamente 
de bases de datos como GenBank, db EST y RefSeq, Washington University of California, Santa Cruz Goleen-Path 
human genome database y la NCBI human genome assembly.
 Cada conjunto de sondas en el chip HG-U133 Plus 2.0, está formado por once parejas de sondas, que 
permiten medir los niveles de transcripción de cada una de las secuencias representadas en el microarray y 
poseen un código numérico seguido de distintos sufijos.
_at Designa un conjunto de sondas que hibrida con una única secuencia correspondiente con un 
único tránscrito. 
_a_at Designa un conjunto de sondas que hibrida con secuencias correspondientes a la misma familia 
génica.
_s_at Designa un conjunto de sondas en el que todas ellas son compartidas por dos o más secuencias. 
Pueden representar formas más cortas de tránscritos con más de un sitio poliadenilación, región 
común en los extremos 3’ de formas de procesamiento alternativo de un tránscrito o tránscritos 
que presentan un alto grado de homología.
_x_at Designa a un conjunto de sondas que comparten algunas sondas para dos o más secuencias
Síntesis y marcaje de ARN copia (ARNc).
A partir de 5 μg de ARN total purificado y limpio de ADN con DNasa, se sintetizó el ADN complementario 
(ADNc) de cada una de las muestras, con el GeneChip Expression 3’-Amplification Reagents One-Cycle cDNA 
Synthesis kit, siguiendo el protocolo del manual ténico recomendado por Affymetrix. Este ADNc se utilizó 
como molde para sintetizar el ARNc marcado con biotina siguiendo el protocolo del GeneChip Expression 
3’-Amplification Reagents for IVT labeling kit de Affymetrix. El ARNc se purificó con el GeneChip Sample Cleanup 
module Kit de Affimetrix, recuperándose en un volumen de 22 μl de agua milliQ. Para la posterior hibridación de 
los chips son necesarios 15 μg de ARNc, es por lo que éste se cuantificó espectrofotométricamente. Igualmente 
se comprobó la integridad del ARNc mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de 
etidio, donde tras la iluminación con luz ultravioleta debe observarse un rastro de bandas con un tamaño igual 
o superior a 2Kb. Sintetizado y purificado el ARNc se tomaron 15 μg del mismo para cada una de las muestras 
y se fragmentó mediante una hidrólisis química a 94ºC durante 35 minutos, con el buffer de fragmentación 5X 
incluido en el GeneChip Sample Cleanup module kit de Affimetrix. Realizada la fragmentación se comprobó 
en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio que el tamaño del ARNc fragmentado comprendía 
tamaños entre 35-200 nucleótidos, ya que esto es fundamental para una correcta hibridación de las mezclas 
con los chips.
Hibridación y escaneado de los microarrays HG-U133 Plus 2.0. Análisis de los controles de calidad.
Se utilizaron 15 μg de ARNc marcado y fragmentado para preparar las mezclas de hibridación (300 μl), 
en las que se incluyen también los distintos controles. En todos los casos la hibridación de los chips se llevó a 
cabo en un horno de hibridación durante la noche a 45ºC. A continuación en una estación fluídica automatizada los 
chips fueron lavados, con dos tipos de buffer, inicialmente con uno poco astringente y luego con más astringente. 
Realizados los lavados, los chips se incubaron inicialmente con un conjugado de estreptavidina-ficoeritrina 
(SAPE), a continuación con un anticuerpo de cabra anti-estreptavidina biotinilado, con el fin de amplificar la 
señal, y por último fueron incubados con el conjugado de estreptavidina-ficoeritrina de nuevo, permitiendo así 
obtener una señal capaz de ser detectada por el láser. Una vez que los chips fueron teñidos, estos fueron 
lavados y posteriormente escaneados en el Gene Chip Scanner 3000. 
20
La inspección visual de los arrays proporciona una idea general de la calidad del experimento. Se 
considera como válida una imagen con fondos oscuros y brillantes y con unos niveles de ruido de fondo homogéneo 
con valores comprendidos entre 20 y 100; mientras que muestras problemáticas, mal hibridadas o que han sido 
incorrectamente adquiridas por el escáner, pueden presentar elevadas señales de fondo que ocultarían la señal 
real. En los experimentos descritos en el apartado de resultados la imagen resultante era con fondos oscuros y 
brillantes y con un nivel de ruido de fondo comprendido en el intervalo aceptable (en torno a 60 para todos los 
arrays), lo que indica una buena hibridación de los chips a priori. Una vez observadas las imágenes de cada chip 
se comprobaron dos parámetros fundamentales para valorar la calidad de las muestras de hibridación. El primero 
de estos parámetros es la presencia de los controles internos de sensibilidad. Estos controles son el BioB, el BioC, 
el BioD y Cre y todos ellos se corresponden con genes de la ruta de biosíntesis de biotina de E. coli, y su presencia 
indica que tanto los procesos de hibridación, lavado, revelado y escaneado se han realizado satisfactoriamente. 
El BioB es el control menos representado en la mezcla de hibridación, de forma que su presencia es la que se 
utiliza principalmente para valorar la sensibilidad del experimento. El segundo de los parámetros de control a 
tener en cuenta son las sondas correspondientes a los genes housekeeping. Estas sondas se corresponden con 
genes expresados de forma constitutiva en todo tipo de tejidos, tales como el GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa) y la β-actina. En el microarray existen sondas que se corresponden a las zonas 3’, central y 5’ de 
estos genes. Las señales de hibridación para las sondas 3’ respecto a la de las 5’ proporciona información a cerca 
de de la integridad de los ARNc sintetizados, siendo ésta un reflejo directo de la calidad del ARN original utilizado 
para su síntesis. Así una relación 3’/5’ entre las señales de hibridación cercana a 1 indica una integridad del ARN 
inicial y del ARNc sintetizado, así como una correcta transcripción del ADNc y del ARNc biotinilado. Este valor 
puede variar en función de la procedencia de la muestra y del tratamiento aplicado y en ocasiones resulta complejo 
obtener un ARNc totalmente íntegro, es por ello que el criterio recomendado por Affymetrix para considerar un 
experimento como satisfactorio es que la relación 3’/5’ no debe superar el valor de 3 en ningún caso. Las muestras 
empleadas para el análisis de la expresión génica en este experimento cumplían perfectamente los controles de 
calidad, de forma que el spike control BioB estaba presente en todos los microarrays y la relación 3’/5’ de todos 
los chips presentaba un valor medio de 1,1, lo que indica que todos ellos superaban los controles de calidad 
establecidos y recomendados por Affymetrix.
 Procesado y análisis de datos: escalado/normalización de los datos.
Para llevar a cabo el procesado y análisis de datos, se empleó el software GCOS 1.1, que procesa la 
imagen obtenida durante el escaneado y calcula la intensidad de cada sonda en el array. Como paso previo a 
la comparación de los arrays se llevó a cabo el escalado y normalización de los datos para cada uno de ellos. 
El escalado es un método global en el que se considera que la intensidad media de todas las sondas entre los 
distintos chips debe ser similar pues las muestras no presentan, de forma global, grandes cambios de expresión 
y se espera que tan sólo cambien un pequeño número de tránscritos. Este método permite corregir pequeñas 
discrepancias en la intensidad debidas a variables experimentales tales como la preparación de la muestra, 
los errores de pipeteo, diferencias en las condiciones de hibridación, lavado o en la eficiencia de la tinción o el 
marcaje. Usando el software GCOS 1.1, todos los arrays se escalaron definiendo como la intensidad media el valor 
arbitrario 50. GCOS 1.1 calcula la intensidad media de todo el array promediando los valores de intensidad de 
todos los conjuntos de sondas a excepción del 2% de los valores con mayor y menor intensidad. Esta intensidad 
media es multiplicada finalmente por el valor arbitrario seleccionado, obteniendo así el factor de escalado. Los 
factores de escalado de cada uno de los arrays deben ser próximos entre ellos en un mismo experimento, de 
forma que el factor de escalado de uno de los arrays no sea superior en 3 veces a cualquiera de los otros y lo 
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más cercano posible a 1. La existencia de un factor de escalado superior en tres o más veces a cualquiera de los 
demás indicaría una gran variabilidad biológica en el ensayo o bien la degradación de los tránscritos utilizados 
para el proceso de normalización. Los factores de escalado aplicados a cada una de las muestras del experimento 
estaban dentro de los límites establecidos por Affymetrix (con un valor medio de 1,1) asegurando la posibilidad 
de realizar comparaciones entre los distintos arrays y aportando fiabilidad a los resultados. Una vez las señales 
de intensidad fueron normalizadas en todos los arrays, empleando el GCOS 1.1 se calcularon por un lado el valor 
de señal, que se corresponde con la abundancia relativa de un tránscrito para cada grupo de sondas, y por otro 
lado un valor de probabilidad asociado que determina el nivel de significación estadística para la presencia o 
ausencia de un determinado ARN mensajero en el experimento. Este valor de probabilidad fue calculado a partir 
del test no paramétrico de Wilcoxon (277). Calculados los valores de señal para cada uno de los tránscritos, se 
observó el porcentaje de genes presentes en cada uno de los arrays con el fin de determinar de nuevo si los chips 
eran o no comparables, de forma que debían estar presentes al menos un 25% de los mismos y no presentar 
diferencias superiores al 10% para poder aceptar el experimento como correcto; la existencia de un porcentaje 
inferior indicaría que se perdió representación de los genes menos expresados en baja proporción por tanto la 
información del experimento sería incompleta. En este experimento el valor medio de genes presentes en todos los 
arrays era de un 36%, superior al mínimo recomendado para muestras de origen humano. Por otro lado se calculó 
el SLR (SignalLogRatio), a partir del cual se determinó cuál era la tasa de cambio de las muestras tratadas con 
PrP106-126 y Ab25-35 respecto a los controles. El SLR fue calculado para todas las comparaciones empleando 
el algoritmo matemático de Tukey’s Biweight, (260) igualmente se obtuvo un valor de probabilidad asociado al SLR, 
empleando la distribución de la t, que determinó el nivel de significancia estadística de todas las tasas de cambio 
calculadas.
Análisis e integración funcional de los perfiles de expresión génica. 
Para poder llevar a cabo un análisis global y detallado de los perfiles de expresión génica asociados 
a la toxicidad inducida tanto por el PrP106-126 como por el Aβ 25-35, así como la integración de los mismos 
en procesos funcionales y moleculares, se emplearon distintas herramientas bioinformáticas que permitieran la 
obtención de la máxima información posible.
Entre las técnicas utilizadas para el estudio de modelos de expresión, se encuentra la del Clustering 
jerárquico (59) El clustering jerárquico es un método estadístico ampliamente utilizado que permite una representación 
de los datos en forma de árbol binario, en el cual los patrones de expresión más parecidos entre sí se agrupan 
siguiendo una jerarquía. Para llevar a cabo esta organización cada gen se considera como un vector con “N” 
dimensiones donde “N” es el número de experimentos. Cada uno de los genes se representa como un punto 
en un espacio N-dimensional, entonces se calcula la distancia entre todos los genes, obteniendo una distancia 
matriz, que proporciona un sentido a aquellos grupos de genes que se encuentran más próximos entre sí en el 
espacio N-dimensional; esta distancia es una medida cuantitativa de la proximidad o diferencia entre los genes 
considerados, lo que permite definir la relación que buscamos entre los genes. Para la obtención de la distancia 
matriz existen distintas distancias métricas aplicables que serán utilizadas en función del tipo de experimento 
diseñado.
Una vez han sido calculadas las distancias métricas individuales entre todos los genes, se procede al 
agrupamiento de los mismos en un sistema jerárquico, para ello se calculan los cocientes de separación que 
definirán el árbol formado por grupos discretos y ramificaciones, empleando tres posibles métodos: el método 
del ligamiento promedio (average-linkage), el del ligamiento simple (simple-linkage) o el del ligamiento completo 
(complete-linkage), la selección de uno u otro método se realiza de nuevo en función del diseño experimental.
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Esta organización jerárquica en pequeños agrupamientos podría ser un indicativo de la existencia 
de genes con comportamientos similares a nivel de la expresión (co-expresados), de forma que genes que se 
comportan de la misma forma, podrían compartir la misma función molecular o biológica. Esto podría aportar 
gran cantidad de información a cerca de posibles relaciones no contempladas hasta entonces para los procesos 
sometidos a estudio. 
Para llevar a cabo el análisis de clustering jerárquico, se emplearon dos herramientas bioinformáticas 
diferentes: TIGR MultiExperiment Viewer (218) (http://www.tm4.org/) y Genesis (247) (http://genome.tugraz.at/
genesisclient/genesisclient_description.shtml).
A partir de los agrupamientos obtenidos del clustering jerárquico se integraron los datos de expresión génica 
con ciertas rutas y funciones biológicas conocidas, para ello se utilizaron distintas herramientas bioinformáticas 
de ontología génica como Onto ExpressTM y Pathway ExpressTM (126, 127) (http://vortex.cs.wayne.edu/projects.
htm), el software yEd (http://www.yworks.com/en/products_yed_about.html), así como la herramienta FatiGO 
implementada en la interfaz BABELOMICS (4, 5) (http://babelomics.bioinfo.cipf.es). 
Pathway Express es un software que realiza un proceso analítico de enriquecimiento clásico basado 
en una distribución geométrica y una corrección para test múltiples, False Discovery Rate (FDR), con el fin de 
identificar aquellas rutas que presentan una proporción de genes diferencialmente expresados y significativamente 
distinta de aquella que se esperaría como consecuencia del azar. Los genes agrupados en los distintos grupos 
experimentales se asignaron a distintas categorías biológicas, moleculares o de rutas biológica en función del 
número de genes recogido para categoría ontológica en el total de genes representados en el array así como 
en las rutas y procesos determinados y recogidos por las diferentes bases de datos públicas: KEGG, Biocarta, 
NCI-Nature y INOH. La significancia estadística de cada proceso enriquecido se estableció mediante el empleo 
del p-valor para test múltiples (FDR). Así aceptamos como procesos biológicos significativos aquellos con un 
FDR<0.05. Todos los procesos biológicos, moleculares y rutas biológicas se organizaron en función de este valor 
FDR determinando así su significancia. Para las rutas Biológicas además de tener el valor FDR contamos también 
con el factor de impacto (IF), que nos aporta información acerca de la importancia y peso específico de un cambio 
dentro de una ruta en función del gen que se ha visto alterado. El factor de impacto en una determinada ruta 
se calcula empleando un término probabilístico que tiene en cuenta la proporción de genes diferencialmente 
expresados en la ruta así como todos los factores de perturbación que se generan en la ruta como consecuencia 
de la afectación de uno u otro gen en el total de genes presentes en la ruta. Para ello se incorporan parámetros 
de cómo la tasa de cambio normalizada de los genes diferencialmente expresados, la significancia estadística del 
conjunto de genes recogidos en cada ruta y la topología de cada ruta. El IF contribuye por tanto a la obtención de 
resultados con significancia biológica, lo que permite contextualizar los datos obtenidos en información biológia. Las 
rutas más significativas fueron seleccionadas en base a dos conceptos diferentes: la significancia estadística de 
una determinada ruta, desde la perspectiva de los genes contenidos en ella y la significancia del factor de impacto. 
En ambos casos se aceptaban como significativos aquellos procesos con FDR<0.05. Finalmente aquellas rutas 
obtenidas con una significancia estadística y biológica se introdujeron en YEd, un programa de edición de gráficos 
GML, que permite observar cómo los factores de perturbación inducidos por cada uno de los genes alterados en 
la ruta se propagan y afectan al resto de los genes que componen la lista. En los gráficos generados los genes 
significativos están representados con nodos elípticos y con colores que oscilan del azul–verde-amarillo-naranja-
rojo en función del grado de sobreexpresión o represión que presentan, siendo los rojos aquellos que presentan 
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las tasas de cambio más sobreexpresadas y los azules aquellos más reprimidos. Igualmente la dirección de la 
perturbación originada por cada gen significativo en la ruta y los genes afectados por la misma están representados 
por flechas y nodos rectangulares, respectivamente, del mismo color que el gen que las genera. 
3.2.7. RT-PCR en tiempo real.
Tratamiento con DNAsa I.
Antes de llevar a cabo la síntesis de ADNc a partir del ARN total, todas las muestras se trataron con 
DNasa I con el fin de eliminar posibles restos de ADN genómico, que podrían dar lugar a la obtención de 
resultados poco precisos. Para la limpieza con DNAsa I se utilizó la DNAase I amplification grade de invitrogen. 
2 μg de ARN total de cada una de las muestras fue tratado con 1U de DNAsa I, durante 15 minutos a temperatura 
ambiente, a continuación la enzima fue inactivada mediante la adición de EDTA 25 mM a la mezcla de reacción 
seguido de una inactivación térmica a 65ºC durante 10 minutos.
RT-PCR: transcripción inversa y síntesis de ADN copia (ADNc).
Tomando 1μg de ARN total limpio de ADN se realizó la transcripción inversa para la obtención del 
ADNc, y se empleó para ello la Superscript II Reverse transcriptase. Para llevar a cabo la retrotranscripción, el 
ARN se incubó inicialmente junto con una mezcla de 500 ng Oligo (dT)12-18, 10mM de dNTPs durante 5 minutos 
a 65ºC e, inmediatamente después se enfrió en hielo. A continuación se preparó una mezcla formada por 5X 
First-Strand buffer, 0,1 M DTT y 40 U de RNAsin, para inhibir la actividad de las RNAsas. Esta mezcla se incubó 
durante 2 minutos a 42ºC con el ARN, y a continuación se le añadieron 200 U de Superscript II. La reacción de 
transcripción inversa se realizó durante 50 minutos a 42ºC, y finalmente se inhibió mediante inactivación térmica 
a 70ºC durante 15 minutos. A los 20 μl finales de la reacción se le añadieron otros 20 μl de H2O desionizada-
DEPC.
Diseño de cebadores para PCR en tiempo real.
Para realizar la amplificación por PCR se diseñaron oligonucleótidos tanto directos como reversos, 
específicos para cada secuencia. En el momento de su diseño se tuvieron en cuenta distintos parámetros como 
su longitud (en torno a 20 pb), el porcentaje de GCs, la posibilidad de formación de dímeros de cebadores, así 
como la formación de estructuras secundarias. Igualmente se contempló que el par de cebadores fuera diseñado 
frente a dos exones distintos (para evitar así la amplificación de ADN genómico), lo más próximo a la cola de 
poli-A, y que el tamaño del amplicón fuera lo más próximo a 100 pb y no mayor de 300 pb. Algunos de los pares 
de oligonucleótidos se obtuvieron de distintas bases de datos donde se recogen cebadores que ya han sido 
previamente testados, en estos casos se comprobó que por un lado cumplieran las características adecuadas 
anteriormente expuestas y por otro que amplificaran la secuencia para la que estaban diseñados.
 Entre las bases de datos utilizadas se encuentran: 
•	 Quantitative Primer Database (QPPD) (http://web.ncifcrf.gov/rtp/gel/primerdb/)
•	  PrimerBank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). (245, 271)
•	  RTprimerDB (http://medgen.ugent.be/rtprimerdb/).(143, 196)
•	  Real time PCR primersets (http://www.realtimeprimers.org/).
Para aquellos genes que carecían de par de cebadores diseñado en estas bases de datos, se les diseño 
su par de oligonucleótidos correspondiente empleando la interfaz Primer3 (216) (http://primer3.sourceforge.net). 
En la Tabla 1 se muestran las secuencias de todos los cebadores que fueron sintetizados por Invitrogen.
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Una vez diseñados todos los pares de cebadores se realizaron diversas PCRs con las mismas condiciones 
de amplificación que las que serían utilizadas durante la PCR en tiempo real. Estas PCRs se realizaron con dos 
fines; el primero de ellos era comprobar que el tamaño del amplicón para cada par de cebadores era el adecuado 
y el segundo era tratar de encontrar una relación de cebadores directo (D)/reverso (R) que permitiera por un 
lado la máxima eficiencia en la amplificación durante la PCR y por otro lado evitar la formación de dímeros de 
oligonucleótidos, ya que estos últimos podrían enmascarar los resultados durante la cuantificación. Así fueron 
cuatro las relaciones que se testaron para cada par de cebadores: 150ng D/ 150ng R, 150ng D/ 400ng R, 400ng 
D/ 150ng R y 400ng D/400ng R (Tabla 1).
PCR en tiempo real y análisis de la expresión.
Una vez fue sintetizado el ADNc se realizó la PCR en tiempo real en el MX3000 detection system, partiendo 
de 2 μl del ADNc (50ng) y utilizando para ello el kit Brilliant SYBR Green QPCR master mix de Stratagene. El 
protocolo de PCR utilizado fueron 2 minutos a 50ºC, 10 minutos a 95ºC para desnaturalizar el ADNc y activar 
a la ADN polimerasa, un programa de amplificación de 40 ciclos: 15 segundos a 95ºC (desnaturalización), 30 
segundos a 60ºC (anillamiento de los cebadores y primer punto de adquisición de la fluorescencia), 30 segundos 
a 72ºC,( extensión y segundo punto de adquisición de la fluorescencia) y finalmente se añadieron 3 minutos a 
72ºC para asegurar la extensión final del producto. En todas las PCRs se realizó además una curva de disociación 
que consistió en un ciclo de 1 minuto a 95ºC, 30 segundos a 55ºC y finalmente 30 segundos a 95º. Esta curva 
nos permitió observar si se daba la amplificación exclusiva de un único producto, o si por el contrario existía la 
amplificación de productos inespecíficos o bien la formación de dímeros de oligonucleótidos. 
La cuantificación se realizó por tanto utilizando el SYBR Green, una molécula que se une específicamente 
a ADN de doble cadena y que en esas condiciones emite fluorescencia cuando éste se excita a una determinada 
longitud de onda (227). El MX3000 detection system mide la fluorescencia emitida después de cada ciclo de 
amplificación, con lo cual la cuantificación se realiza en tiempo real, permitiendo así estimar la cantidad relativa 
de la secuencia en las distintas muestras durante la fase logarítmica de la reacción (100). El valor de fluorescencia 
que se obtiene tras la realización de las reacciones para cada muestra es el Ct o crossing threshold, que se 
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corresponde con el número de ciclos para el cual cada muestra alcanza una fluorescencia determinada en la fase 
logarítmica de la reacción, en la cual su valor es superior al ruido de fondo.
Las diferencias en la amplificación génica se cuantificaron de forma relativa mediante el método 2ΔΔCt 
(152), el cual permite calcular los cambios de expresión relativos de cada muestra o tratamiento respecto a una 
referencia (controles no tratados), y normalizando al mismo tiempo los niveles de ADNc utilizados en la reacción 
de PCR respecto a un control endógeno o housekeeping (L19 o GAPDH), cuyo nivel de expresión sea constitutivo, 
es decir que no varíe en esa línea celular por efecto del tratamiento en las distintas muestras. Para determinar 
si las diferencias observadas durante la amplificación eran significativas, se compararon los niveles de expresión 
relativos entre los controles y los tratamientos mediante un test de la “t” de student de dos colas para muestras 
pareadas, empleando para ello el software estadístico SPSS. 
26
4. RESULTADOS. 
4.1.  Los péptidos neurotóxicos Aβ 25-35 y PrP106-126 producen una reducción de la 
viabilidad celular e inducen la apoptosis en células SH-SY5Y.
Aunque el principal objetivo de este estudio consiste en la identificación de genes regulados 
transcripcionalmente durante las primeras etapas de la neurotoxicidad inducida tanto por el Aβ 25-35 como por el 
PrP106-126, es fundamental demostrar cómo una exposición prolongada de las células a estos péptidos induce la 
muerte de las mismas por apoptosis y en consecuencia una disminución de las células viables. Sólo de esta forma 
podremos asegurar que aquellos genes regulados en fases tempranas de la toxicidad inducida por ambos péptidos 
se expresan en un contexto celular que implica muerte celular programada.
4.1.1. El Aβ 25-35 y el PrP106-126 producen una reducción de la viabilidad celular 
en células SH-SY5Y.
 Previo a los ensayos realizados para demostrar el efecto neurotóxico de cada uno de los péptidos 
con los que se iba a trabajar, se optimizaron las condiciones experimentales en el modelo celular SH-SY5Y y 
se eligieron aquellas que permitían un control exhaustivo del mayor número de variables, proporcionando un 
modelo controlado que permitiera la obtención de resultados robustos y reproducibles. Para ello se testaron dos 
suplementos N2 y B27, que se emplearían en sustitución del suero bovino fetal (FBS). Mediante ensayos MTT, se 
evaluó la viabilidad de las células en las condiciones basales de cultivo y a distintos tiempos (24, 48 y 72 horas). 
Como puede observarse en la figura 6A, los niveles de viabilidad para los dos suplementos son comparables a 
los obtenidos cuando las células se mantienen en FBS e incluso mejores a las 72 horas. Esto nos asegura que 
partimos de las condiciones de cultivo óptimas para llevar a cabo los experimentos de neurotoxicidad. De entre los 
dos suplementos elegimos el N2 como sustituto del suero, de forma que todos los experimentos se realizaron en 
presencia del mismo. 
 Para poder valorar la toxicidad inducida tanto por el Aβ 25-35 como por el PrP106-126, y tratar de determinar 
si ésta promueve una reducción de la viabilidad celular, células SH-SY5Y fueron sometidas a tratamientos de 16 y 
24 horas con camptotecina 1μM, sustancia inhibidora de la topoisomerasa II, utilizada como control positivo, que 
precipita a la célula a una muerte irreversible por apoptosis, con PrP106-126 preparado tanto a pH 5,5 (donde 
se favorecen las formas fibrilogénicas) como a pH 7 (donde se favorecen las formas solubles) y con Aβ 25-35, 
a dosis 10 y 50 μM para ambos péptidos. Como puede observarse en la figura 6B, a las 16 horas ya existe un 
descenso altamente significativo en la viabilidad celular (p<0,001) respecto a los controles, no sólo en las células 
tratadas con camptotecina 1μM, sino en aquellas tratadas tanto con Aβ 25-35, como con PrP106-126 preparado 
tanto a pH 5,5 como a pH 7. El descenso en la viabilidad es acusado en ambos tratamientos tanto a dosis 10μM 
(70% y 40-50% respectivamente) como a 50 μM (70%). De la misma forma, a las 24 horas (Figura 6C) se observa 
un descenso de gran magnitud en la viabilidad, similar a la obtenida a las 16 horas o incluso un poco mayor para 
todos los tratamientos. En efecto, podemos concluir que como consecuencia de la toxicidad inducida tanto por el 
Aβ 25-35 como por el PrP106-126, se reducen los niveles de viabilidad celular de forma considerable. 
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Además de una reducción patente en el número de células viables, existen cambios morfológicos en las 
células sometidas a ambos tratamientos, que llevan a pensar que se está dando un proceso de muerte celular.
Para cada una de las condiciones (Aβ 25-35, PrP106-126, camptotecina y control), dosis (10 y 50 mM) 
y tiempos estimados (16 y 24 horas) se realizaron microfotografías con distintos objetivos (20X y 40X) con el 
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fin de analizar los cambios morfológicos inducidos por cada uno de los péptidos. Como puede observarse en 
la figura 7 existen diferencias morfológicas entre las células control y las células tratadas. A las 16 y 24 horas 
(Figura 7A y 7B respectivamente), las células control presentan una morfología poco diferenciada y se encuentran 
perfectamente adheridas al sustrato distribuyéndose de forma homogénea en una monocapa. Las células tratadas 
con camptotecina presentan igualmente en su mayoría una morfología poco diferenciada y una distribución en 
monocapa, sin embargo parte de ellas presentan menor capacidad de adhesión al sustrato, una morfología 
redondeada y una mayor capacidad para refractar la luz, lo que es un claro indicativo de que esas células están 
en proceso de muerte. Esta evidencia se confirma cuando a las 24 horas del tratamiento el 100% de las células 
ha perdido su capacidad de adhesión, su morfología es redondeada y son totalmente refringentes (Figura 7B). Las 
células que están en contacto directo con el Aβ 25-35 presentan variaciones morfológicas que ya son patentes a las 
16 horas (Figura 7A) aunque éstas se encuentran adheridas al sustrato se distribuyen en pequeñas agrupaciones 
y parece sufrir un proceso de maduración morfológica por el cual aparecen extensiones pseudo-neuríticas, con 
pequeñas protuberancias que parecen formar conexiones sinápticas, señaladas con puntos rojos en las figuras. 
Este proceso de maduración morfológica ocurre a las dosis empleadas 10 ó 50 μM y se hace mas patente a las 
24 horas de tratamiento (Figura 7B). Es también este el momento en el que muchas de las células adoptan un 
aspecto muy refringente indicando el comienzo de un proceso de muerte celular. Las células que se encuentran 
en contacto con el PrP106-126 se comportan de forma similar a aquellas que están en contacto con el Aβ 25-35, 
formando pequeñas agrupaciones celulares y sufriendo un proceso de maduración que se hace mas patente a las 
24 horas. En definitiva, estos datos parecen demostrar que tanto el péptido amiloide como el prión provocan una 
disminución drástica de las células viables en cultivo, si bien no permiten asegurar si esta reducción es debida a 
una parada en la proliferación o a la inducción de un proceso de muerte celular. Para poder resolver esta disyuntiva 
se realizaron experimentos que permitieron establecer una correlación entre el descenso en la viabilidad celular y 
los procesos de muerte celular por apoptosis.
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4.1.2.  Aβ 25-35 y el PrP106-126 activan la expresión de marcadores apóptoticos 
en células SH-SY5Y.
Con el fin de demostrar cómo la exposición de las células a un insulto tóxico mantenido en el tiempo con 
Aβ 25-35 y PrP106-126 conduce al desencadenamiento de la apoptosis y en consecuencia a un descenso en los 
niveles de viabilidad celular, células SH-SY5Y fueron sometidas a tratamientos de 16 y 24 horas con camptotecina 
1 μM (como control positivo), Aβ 25-35  ó PrP106-126 (pH:5,5) a dosis 10 y 50 μM para ambos péptidos. Pasados 
los tiempos de incubación se procedió a determinar si se había producido el desencadenamiento de la muerte 
celular programada. Se realizó para ello un estudio de varios parámetros apoptóticos. Por un lado se procedió a 
la detección de la fragmentación del ADN mediante ensayos TUNEL y por otro lado se estudiaron dos marcadores 
moleculares de apoptosis, la caspasa 3 activa que se libera como consecuencia de la hidrólisis en un aspártico 
en la posición 175 de la caspasa 3 en forma de pro-enzima y la hidrólisis de uno de los sustratos fisiológicos de 
la caspasa 3 cuando ésta se encuentra en forma activa, la enzima nuclear poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) 
implicada en los procesos de reparación por escisión de bases. 
La selección de estos parámetros se realizó en base a que éstos han sido ampliamente descritos como 
marcadores de muerte celular programada en numerosos modelos neurodegenerativos tanto in vitro como in vivo. 
Una vez fueron tomadas las microfotografías para todas las condiciones experimentales, se realizaron por un lado 
ensayos TUNEL, y por otro se obtuvieron extractos proteicos totales que fueron utilizados para hacer ensayos de 
inmunodetección con anticuerpos con objeto de determinar a nivel molecular si las células que sufrían cambios 
morfológicos en presencia tanto del Aβ 25-35 como del PrP106-126, estaban o no sufriendo un proceso de muerte 
celular programada.
Como puede observarse en la figura 8, existe una clara relación entre la toxicidad inducida por cada uno 
de los factores y la muerte de las células por apoptosis. Tras 16 horas de exposición a dosis 10 μM para cada 
uno de los péptidos empleados, ya se ha producido la fragmentación nuclear tan característica de los procesos 
apoptóticos, fragmentación que es detectada mediante ensayos TUNEL (Figura 8A). Estos ensayos además de la 
fragmentación del ADN nos permiten distinguir diferencias morfológicas a nivel nuclear gracias a la tinción DAPI, 
cuando comparamos las células sometidas a cada uno de los tratamientos respecto a las células control. Mientras 
las células control presentan núcleos ovalados y de mayor tamaño, las células estimuladas con Aβ 25-35 o con 
PrP106-126 presentan un núcleo de menor tamaño en el que la cromatina se encuentra altamente condensada, 
lo que supone un claro indicativo de que un proceso de muerte celular programada se ha producido (Figura 8A). 
Así mismo observamos que una exposición con la misma dosis mantenida en el tiempo durante 24 horas permite 
la detección de la caspasa 3 activa y de la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) (figura 8B). Con estos resultados 
podemos decir que la exposición mantenida de las células a dosis 10 μM de cualquiera de los dos péptidos lleva 
a la muerte de las células por apoptosis. Cuando repetimos las mismas condiciones experimentales empleando 
dosis de estimulación superiores (50 μM), se observó de nuevo una activación del programa apoptótico. Tanto a 
las 16 como a las 24 horas de exposición a cada uno de los péptidos, es posible detectar en extractos proteicos 
celulares, la caspasa 3 activa, aunque de forma más intensa a las 24 horas (figura 8C y D). La hidrólisis del PARP 
sin embargo sólo aparece de forma patente tras 24 horas de exposición, aunque esto es de esperar, si tenemos 
en cuenta que esta enzima constituye uno de los sustratos fisiológicos de la caspasa 3 activa, y sólo cuando los 
niveles celulares de ésta última son suficientes se produce su hidrólisis, con el fin de ahorrar la energía celular 
necesaria para facilitar la ejecución de todos los cambios que se producen una vez se ha desencadenado el 
programa apoptótico.
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En base a los resultados obtenidos, se puede determinar que este mecanismo de muerte es dependiente 
del tiempo de exposición, de forma que a las 16 horas sólo la caspasa 3 comienza a sufrir la proteolisis, mientras 
que a las 24 horas la hidrólisis de esta caspasa ejecutora es patente y comienza la hidrólisis de la Poli ADP ribosa. 
El hecho de que la hidrólisis de la Poli-ADP ribosa a las 24 horas además sea tan sutil, hace pensar que 
este proceso hidrolítico se puede prolongar en el tiempo, alcanzando su máximo a tiempos posteriores.
En cualquier caso la activación de estos dos parámetros apoptóticos, nos permite asegurar en efecto que tanto el 
Aβ 25-35 como el PrP106-126 inducen un daño neurotóxico que lleva a la muerte de las células por apoptosis y a 
un descenso en la viabilidad celular.
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4.2 Los perfiles de expresión génica asociados a la toxicidad inducida por el 
Aβ 25-35 y PrP106-126 presentan numerosos genes, rutas de transducción de señal, 
funciones moleculares y biológicas reguladas de forma homóloga.
4.2.1. Diseño experimental, hibridación de microarrays, controles de calidad 
y pre-procesamiento de los datos.
Para evaluar los perfiles de expresión génica, se planteó un diseño experimental que permitiera 
tanto un análisis de los datos como una interpretación de los resultados de forma sencilla y robusta desde 
el punto de vista estadístico.
Los experimentos en los que se emplean microarrays se caracterizan por presentar múltiples fuentes 
de variación. Por un lado la variación biológica, inherente a todos los organismos influida tanto por factores 
genéticos como ambientales y por otro lado la variación técnica introducida durante el proceso de extracción, 
marcaje e hibridación de las muestras. Por ello es fundamental tener en cuenta dichas fuentes de variación 
en el momento de realizar el diseño experimental, de forma que su desarrollo permita reducir la variabilidad 
en la medida de lo posible. Esto contribuirá a mejorar la precisión y exactitud del experimento lo que permitirá 
extraer conclusiones globales y generalizar más allá de las muestras con las que estamos trabajando. 
Una forma sencilla de valorar la adecuación de un determinado diseño experimental es tendiendo en 
cuenta los grados de libertad que posee dicho experimento. Para calcular los grados de libertad, se deben 
tener en cuenta por un lado el número de unidades experimentales independientes y por otro el número 
de tratamientos o condiciones experimentales distintas. Así, el número de grados de libertad se obtiene 
sustrayendo al número de unidades experimentales independientes el número de condiciones experimentales 
independientes. El número mínimo de grados de libertad que se deben obtener para asegurar un tamaño 
experimental adecuado son 5 (44). Si al realizar la sustracción no existieran grados de libertad, podría no 
existir información suficiente disponible para poder estimar la varianza biológica, de forma que en un futuro, 
al aplicar los distintos test estadísticos sólo se estaría evaluando la varianza de tipo técnico, por lo que el 
alcance de las conclusiones obtenidas quedarían ciertamente muy limitadas a los resultados obtenidos en 
ese experimento puntual.
 En el diseño se partió de doce unidades experimentales independientes (placas de p100), obtenidas 
a partir de un mismo pool inicial de células SH-SY5Y, intentando así que los grupos a comparar fueran lo 
más homogéneos posible. Las doce unidades experimentales se dividieron al azar en tres grupos distintos en 
función del tratamiento a recibir, de forma que cuatro de ellas fueron tratadas con PrP106-126 50 mM, otras 
cuatro con Aβ 25-35 50 μM, y las cuatro restantes se consideraron como un control. Todos los tratamientos 
se mantuvieron durante seis horas, con el fin de identificar genes regulados transcripcionalmente durante 
las primeras etapas del proceso de neurotoxicidad, tanto por el PrP106-126 como por el Aβ 25-35 (Figura 9). 
Realizados los tratamientos se obtuvieron los ARNs correspondientes a cada unidad experimental.
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Teniendo en cuenta que tanto la cantidad como la calidad del ARN es crucial para la reproducibilidad y el 
éxito de un estudio de perfil de expresión, se comprobó la integridad de los ARNs purificados corriéndolos en un gel 
de agarosa al 1% y comprobando la relación de intensidad entre los ARN ribosomales 28S y 18S (Figura 10A). Una 
vez la integridad de todos los ARNs fue confirmada, tres de los cuatro ARNs para cada tratamiento (aquellos que 
presentaban una calidad y rendimiento más homogéneos) se utilizaron para sintetizar el ADNc correspondiente a 
cada una de las muestras.
Así, en nuestro planteamiento experimental y siguiendo estos criterios, si partimos de 9 unidades 
experimentales independientes y tres condiciones experimentales distintas (Aβ 25-35, PrP106-126 y control), en 
total tenemos 6 grados de libertad, con lo que con este diseño experimental estaríamos en el tamaño adecuado 
para la obtención de datos robustos y a partir de los que se podrían obtener conclusiones experimentales globales.
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Una vez el ADNc fue sintetizado, éste se utilizó como molde para la síntesis del ARNc correspondiente a 
cada uno de los tratamientos. De la misma forma que para el ARN total, se comprobó tanto la integridad de cada 
uno de los ARNc (Figura 10B) como sus tamaños tras el proceso de fragmentación (Figura 10C), ya que esto es 
fundamental para que se de una correcta hibridación de las distintas mezclas con cada uno de los chips. Una 
vez se comprobó que los ARNc correspondientes a cada uno de los tratamientos estaban íntegros y presentaban 
tamaños entre 35 y 200 nucleótidos, se hibridaron cada uno en un chip.
 Para comprobar que todos los arrays hibridados eran comparables entre sí, se verificaron ciertos 
parámetros de calidad. Inicialmente se inspeccionaron todas las imágenes correspondientes a cada uno de los 
microarrays para detectar la existencia de posibles artefactos debido a una incorrecta hibridación. 
Las imágenes presentaban fondos oscuros y brillantes, con un nivel de ruido de fondo homogéneo (en 
torno a 60) (Tabla 2) lo que a priori indica una buena hibridación de cada uno de los chips. Para asegurar sin 
embargo que los procesos de hibridación, lavado y revelado fueron adecuados, se tuvieron en cuenta los controles 
de sensibilidad (BioB, BioC, BioD, y cre) introducidos en la mezcla de reacción junto con el ARNc. Éstos estaban 
presentes en cada uno de los arrays, incluso BioB que es el control menos representado, lo que nos permitió 
confirmar un correcto procesamiento técnico. Otros tres controles de calidad que se tuvieron en cuenta fueron la 
relación 3’/5’ del GAPDH, el factor de escalado y el porcentaje de sondas presentes (Tabla 2).
 La relación 3’/5’ del GAPDH presenta un valor medio 1,10, lo que asegura una correcta integridad tanto 
del ARN como del ARNc, así como una correcta transcripción del ADNc y del ARNc biotinilado. El factor de escalado 
presenta un valor medio de 1,10 (próximo a 1 y con una variación no superior a 3, entre todos los chips), lo que 
indica tanto la ausencia de variabilidad de las muestras como la integridad de los tránscritos utilizados durante el 
proceso de normalización. Por último el porcentaje de sondas presentes presenta un valor medio del 36% (por 
encima del 25% recomendado para muestras humanas) lo que asegura que no se ha perdido la representatividad 
de los tránscritos durante el procesamiento de las muestras. 
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La obtención de valores integrados dentro de los intervalos recomendados por Affymetrix, nos permite 
asegurar que las muestras empleadas presentaban la calidad suficiente como para que los datos obtenidos de 
cada uno de los chips no sólo fueran comparables entre sí sino que también lo fueran respecto a datos obtenidos 
de posibles futuros experimentos.
Una vez fue confirmado que todo el proceso de hibridación y de obtención de datos cumplía los controles 
de calidad, se procesaron los datos mediante el procedimiento denominado “Análisis de Expresión Absoluta”, 
por el cual se realiza un pre-procesamiento seguido del análisis de los datos generados. Inicialmente, a partir 
de las imágenes obtenidas para cada uno de los microarrays se determinó el ruido de fondo que se sustrajo de 
los valores de intensidad obtenidos a partir de los distintos conjuntos de sondas PM/MM. A continuación, a partir 
de los valores de intensidad se calculó el valor de señal (que se corresponde con la abundancia relativa del 
tránscrito para cada sonda) y un valor de probabilidad asociado (calculado mediante el estadístico no paramétrico 
de Wilcoxon) que determina el nivel de significancia estadística para la presencia o ausencia de cada uno de los 
mensajeros en el experimento.
Finalmente se calculó el nivel de cambio (fold) respecto a los controles para cada sonda a partir del SLR 
(signal low ratio), así como un valor de probabilidad asociado, mediante un test de la “t “ de dos colas, que determinó 
si el cambio positivo o negativo en los niveles de expresión para cada sonda era o no significativo, considerando 
significativos aquellos con un p-valor <0, 05. Todos estos parámetros nos permitieron seleccionar aquellos genes 
significativos que desde el punto de vista estadístico presentan un mayor nivel de cambio significativo respecto al 
control.
 A partir de los datos brutos obtenidos de cada chip se redujo la complejidad de la matriz de datos, para 
ello se eliminaron en primer lugar aquellas sondas que estaban ausentes y que por tanto no eran informativas y 
en segundo lugar aquellas que presentaban un perfil de expresión plano en las nueve muestras. A continuación 
se compararon los datos obtenidos en las tres réplicas tratadas con PrP106-126 y con Aβ 25-35 con los obtenidos 
para las tres réplicas del control (Figura 11).
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Existían pues, nueve comparaciones posibles para cada tratamiento (tres muestras tratadas contra tres 
muestras controles de las que obtuvimos un grupo de genes significativamente sobreexpresados y otro grupo de 
genes significativamente reprimidos. En primer lugar se seleccionaron aquellos tránscritos que se encontraban 
sobreexpresados o reprimidos por el tratamiento con el PrP106-126 o con Aβ 25-35 en un mínimo de cuatro 
comparaciones para cada tratamiento. Realizado este primer filtro se seleccionaron a continuación aquellos genes 
que presentaban una tasa de cambio o fold con valor ≥ 1.4 ó ≤ -1.4 en el caso de los genes sobreexpresados o 
reprimidos, respectivamente (Figura 11). A partir de estos criterios de selección, podemos describir cuatro grupos 
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de genes: Genes sobreexpresados por el Aβ 25-35, genes reprimidos por el Aβ 25-35, genes sobreexpresados 
por el PrP106-126 y genes reprimidos por el PrP106-126. Estos grupos en su conjunto constituyen los perfiles de 
expresión génica asociados a cada uno de los tratamientos.
4.2.2. Análisis e integración funcional de los perfiles de expresión génica 
asociados a la toxicidad inducida por el Aβ 25-35 y por el PrP106-126.
4.2.2.1.  Análisis descriptivo.
El estudio detallado de los perfiles de expresión génica asociados a la toxicidad inducida por el PrP106-
126 y por el Aβ 25-35, junto con la integración de los mismos en procesos funcionales y moleculares, permite un 
estudio global de los cambios acontecidos en esas circunstancias. Esto nos permite valorar si el efecto asociado 
a la toxicidad de ambos péptidos presenta factores en común que afectan de forma similar a distintos procesos 
biológicos, celulares o moleculares, o bien si, por el contrario, presenta vías de actuación diferentes, a pesar de 
producir el mismo resultado final, la muerte celular por apoptosis.
 Tanto el Aβ 25-35 como el PrP106-126 producen alteraciones en los niveles de expresión génica, de 
forma que de las 55.000 sondas representadas en el Human Genome U133 Plus 2.0 array, un 1,62 % (893 sondas 
de 55.000) estaban sobreexpresadas y un 4,81% reprimidas por el efecto del PrP106-126 (2646 de 55.000), 
mientras que un 4,14%, estaban sobreexpresadas (2279 de 55.000) y 3,62% (1990 de 55.000) reprimidas de 
forma significativa por el efecto del Ab25-35. Al observar los datos desde un punto de vista global es interesante 
reseñar el carácter modesto de los niveles de cambio encontrados para gran parte de las sondas, no pasando en 
una gran proporción de valores próximos a 2. Aunque está muy extendida la idea de que cambios en los niveles 
de expresión grandes se traducen en un gran cambio fisiológico o una significancia patológica mayor, esto no 
siempre es así. Son muchos investigadores los que toman como referencia de corte relaciones de expresión mayor 
o iguales a 2. En muchos casos, un pequeño cambio con tasas de cambio inferiores a 2 en un determinado gen 
puede tener importantes efectos sobre el balance molecular en un determinado proceso biológico o patológico, 
por ser un gen con gran peso específico en los procesos o rutas en los que se encuentra implicado. Esto es algo 
que ocurre por ejemplo con los factores de transcripción, que con pequeños cambios en su expresión pueden 
producir importantes efectos biológicos aun cuando sus niveles de cambio en la expresión sean inferiores a 2. Por 
esta razón es importante llevar a cabo un análisis exhaustivo y meticuloso de los datos que evite, en la medida 
de lo posible, perder la menor cantidad de información dentro de la maraña de datos obtenidos, sobre todo en 
aquellos casos como éste, en los que el efecto estudiado produce cambios de pequeña magnitud. El total de genes 
regulados por cada uno de los péptidos puede consultarse en el Anexo I_Listas de Genes.
El análisis comparativo de los distintos grupos de sondas reguladas respecto a su comportamiento 
(Figura 12) permite llegar a dos claras conclusiones. La primera de ellas es la existencia de un bajo número de 
falsos positivos en el experimento planteado, de forma que sólo el 0,51% de las sondas reguladas por el efecto 
del PrP106-126 (18 de 3539) y el 3,06% de las reguladas por el Aβ 25-35 (131 de 4269), se encuentran reprimidas 
en algunas comparaciones y aumentadas en otras (Figura 12A). Esta pequeña cantidad de falsos positivos nos 
indica en cierto modo que la fiabilidad de los datos obtenidos es adecuada para la obtención de resultados reales. 
La segunda conclusión obtenida del estudio detallado de estos datos es que ciertamente existe una correlación en 
el comportamiento de gran parte de las sondas para los dos tratamientos realizados. Así el 31,7% de las sondas 
significativamente reguladas por el tratamiento con el PrP106-126 (1122 de 3539) y el 26,28% de las reguladas 
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por el tratamiento con Aβ 25-35  (1122 de 4269), presentan el mismo sentido de cambio por ambos tratamientos 
(Figura 12B). De todos modos, el 68,29% (2417 de 3539) y el 73,71% (3147 de 4269) de las sondas reguladas 
lo son exclusivamente por el tratamiento con el PrP106-126 o por el tratamiento con Aβ 25-35 respectivamente 
(Figura 12A y B). Aunque vemos que existen genes con un comportamiento similar respecto al sentido del cambio 
en ambos grupos experimentales, es mayor el número de genes regulados específicamente por cada uno de los 
péptidos empleados. 
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4.2.2.2. Análisis de Ontología Génica: Procesos Moleculares, Funciones 
biológicas, Rutas de transducción y regulación transcripcional.
Los genes no funcionan de forma aislada en la célula sino que forman parte de una sofisticada red 
de interacciones que aún hoy sigue sin ser completamente conocida. De hecho estas complejas interacciones 
establecidas entre la expresión de los genes en las distintas rutas biológicas se pone de manifiesto de forma 
fehaciente en distintos contextos biológicos, de manera que son requeridas tanto para una correcta homeostasis 
en la célula como en los procesos patogénicos. La utilización cada vez más extendida de técnicas experimentales 
que permiten la obtención de datos a gran escala entre las que se encuentran los microarrays ha generado una 
clara necesidad de trabajar con métodos y herramientas que permitan entender e integrar la ingente cantidad 
de información generada con este tipo de plataformas desde el punto de vista global de la Biología de sistemas. 
La interpretación adecuada de los experimentos requiere una anotación funcional en un contexto biológico en 
el cual las propiedades colectivas de un grupo de genes sean tenidas en cuenta para conseguir la agrupación 
de los mismos respecto a los distintos niveles de abstracción de una función biológica, un proceso molecular o 
una ruta biológica. Para poder llevar a cabo el enriquecimiento funcional de los grupos experimentales descritos 
en este trabajo se utilizaron distintas herramientas de Ontología Génica que permitieron anotar en un contexto 
biológico y funcional la mayoría de los genes integrados de forma significativa en cada grupo experimental. Entre 
las interfaces disponibles para este propósito empleamos Onto-Tools y Babelomics. Para llevar a cabo la anotación 
funcional, se emplearon todos aquellos genes significativamente regulados respecto al control para cada uno de 
los tratamientos incluyendo tanto los genes con altas tasas de cambio como los que presentaban las más discretas. 
Esto nos permitirá esbozar el contexto biológico y de cada una de las condiciones experimentales de una forma 
más real. Dentro de estas dos interfaces son tres las herramientas que utilizamos, Onto-Express, Pathway-Express 
y FatiGO. Onto-Express nos ha permitido ver que procesos biológicos, moleculares y componentes celulares se 
encuentran representados significativamente entre los genes regulados, Pathway-Express nos ha permitido ver las 
rutas de transducción significativamente alteradas y FatiGO nos ha permitido determinar cuales son las posibles 
modificaciones a nivel transcripcional, mediadas por determinados factores de transcripción sobre los grupos de 
genes cuyos niveles de expresión se ven modificados por la presencia de cada uno de los péptidos. 
Uno de los principales problemas en el análisis de los datos provenientes de microarrays a la hora de 
integrar en categorías funcionales, es el hecho de que numerosas hipótesis son testadas simultáneamente. La 
evaluación de la expresión diferencial de cada gen en el array implica una hipótesis y teniendo en cuenta que el 
número de genes representados en un array se encuentra en el orden de los miles, aceptamos que cada hipótesis 
implica la asunción de un falso positivo para cada gen evaluado. Así, cuando varias hipótesis son testadas en 
paralelo el número de falsos positivos aumenta, por ello es necesario aplicar un factor corrector en el momento 
de calcular la significancia para un determinado proceso en las condiciones experimentales estudiadas tanto para 
determinar la expresión diferencial de los genes como para su anotación en integración funcional. Empleamos por 
tanto métodos de corrección para test múltiples, disponibles en los tres programas empleados, para llevar a cabo 
el enriquecimiento funcional de nuestros datos. A pesar de que existen numerosos métodos de corrección para 
test múltiples, hemos decidido utilizar la corrección por FDR (False Discovery Rate) (14) que por un lado asume 
la existencia de variables dependientes en las condiciones experimentales empleadas, algo apropiado en los 
experimentos de microarrays, en los que se recogen miles de genes entre los que existen complejos mecanismos 
regulatorios, y por otro lado son menos conservadoras que otras correcciones para test múltiples; correcciones 
tan restrictivas que nos llevaría a perder gran parte de la información biológica en el caso de ser empleadas. La 
corrección FDR es una de las correcciones mas adecuadas para este tipo de experimentos, asumiendo como 
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tasa de error experimental de amplio rango (FWER) del 5%, considerando entonces significativos todos aquellos 
procesos con un valor FDR<0,05. Para todas las hipótesis experimentales presentadas, se ofrecerá un valor 
para test simples (p-valor) y un valor para test múltiples (FDR). Aunque nuestro valor de corte vendrá dado por el 
FDR, incluimos el valor para test simples, pues nos puede aportar información biológica acerca de los procesos 
que se están produciendo. Siempre que observemos el valor para test simples tendremos presente que puede 
estar incrementando el error de tipo I por la evaluación de la hipótesis de miles de genes a la vez, con lo que el 
riesgo de aparición de un falso positivo podría también aumentar. En estas circunstancias tendremos que asumir 
por tanto el riesgo de que unos determinados genes se hayan agrupado como consecuencia del azar y no sea 
un proceso significativo en sí mismo. Por todo lo expuesto anteriormente, aún cuando tengamos unas hipótesis 
experimentales de trabajo de partida obtenidas de ensayos in silico, siempre nos veremos en la obligación de 
confirmar por técnicas alternativas si el tipo de ruta o relación biológica establecida a partir de estas herramientas 
está alterado o no realmente.
Para poder traducir las listas de genes diferencialmente expresados en un perfil funcional que facilite 
un mejor entendimiento de los mecanismos biológicos y patogénicos subyacentes en los distintos grupos 
experimentales se empleó inicialmente el programa Bioinformático OntoExpress mediante el cual los distintos 
genes regulados de forma significativa por cada uno de los factores (Ab-Reg o PrP-Reg) se agruparon en 
distintas categorías ontológicas en base a distintos procesos moleculares y funciones biológicas perfectamente 
caracterizadas respecto sus distintos niveles de detalle o abstracción. 
Para cada grupo de genes se obtuvo un diagrama de barras que representa todos y cada uno de los 
categorías funcionales moleculares y biológicas y componentes celulares enriquecidos en los grupos experimentales 
sometidos a estudio. Cada una de las categorías funcionales viene determinada por dos valores de significancia 
obtenidos a partir de una distribución Hipergeométrica: un p-valor para test múltiples (FDR-corrected p-value) y 
p-valor para hipótesis simples (p-value), considerando significativos aquellos procesos con valores de probabilidad 
inferior-iguales a 0,05. De la misma forma cada proceso está representado por el número de genes regulados e 
incluidos en cada una de las categorías funcionales (Total) y el porcentaje que representa respecto al total de 
genes incluidos en la misma (%G).
Para los dos grupos experimentales se obtuvieron resultados en 3 niveles de abstracción o detalle: procesos 
moleculares, biológicos y componente celular.
Cuando observamos el diagrama de barras obtenido para las funciones moleculares en un nivel de 
abstracción bajo (figura 13), vemos que existen numerosos procesos enriquecidos para cada uno de los grupos 
experimentales de forma significativa, y cuando comparamos estos procesos para cada uno de los factores (Ab 
o PrP) vemos que son pocos los procesos comunes (barras moradas) y que se tratan de categorías bastante 
generales que agrupan genes que codifican proteínas con capacidad de unión a ARN (4,03% Ab-Reg y 5,4% PrP-
Reg), con capacidad a ácidos nucleicos ( 9,31% Ab-Reg y 12,17% PrP-Reg), con capacidad de unión a proteínas 
(25,45 % Ab-Reg y 28, 9% PrP-Reg) genes con actividad de receptor acoplada a proteínas G (0,81% Ab-Reg y 
0,53% PrP-Reg) y por último genes que aún no presentan una anotación funcional (UnknownF) ( 33,53 % Ab-Reg 
y 29,733% PrP-Reg). Es mayor el número de grupos enriquecidos de forma diferencial para cada uno de los dos 
factores que el número de grupos comunes. Así encontramos representados de forma significativa para el Ab 
distintas categorías funcionales: Genes que codifican proteínas con capacidad de unión a cromatina (0,83%), 
a actina (1,7%), con capacidad de dimerizar (0,59%), de actuar como coactivadores transcripcionales (1%) y 
como represores transcripcionales (0,75%). Entre las categorías funcionales representadas de forma significativa 
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en los genes regulados por PrP encontramos: genes que codifican proteínas con capacidad de unir ATP (8,31 
%), Zinc (12,31%), iones metálicos (12,39%), GTP (2,29%), ADN (7,02%), proteínas mal plegadas (0,9%), a 
proteínas heat shock (0,62%) , a receptores de andrógenos (0,36%), a dominios proteicos específicos(0,53%), 
genes que codifican proteínas con actividad transferasa (7,06%), ubiquitina proteína ligasa (1,17%), ubiquitina 
tiolesterasa (0,7%), ligasa ( 2,07%), helicasa ATP-dependiente (0,62%) , serin endopeptidasa (0,17%), inhibidora 
de caspasas (0,2%), cisteina peptidasa (0,62%) para heterodimerizar proteínas (1,2%), actividad transductora de 
señal (1,68%) y genes que codifican proteínas constituyentes del ribosoma (1,15%). Todos los genes expresados 
diferencialmente y agrupados en cada una de las categorías se recogen en los Anexos II (Resultados-Aβ) y III 
(Resultados–PrP)(pestañas 1 y 2). En éstos, cada categoría enriquecida viene marcada en gris con su valor 
de significancia estadística tanto para test simples (p-value expanded) como múltiples (p-value corrected) y 
recoge todos aquellos genes diferencialmente expresados que se agrupan en la misma con su correspondiente 
identificación para Locuslink (Locuslink ID) y su tasa de cambio (Expression value).
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 De la misma forma cuando observamos el diagrama de barras para los procesos biológicos (Figura 14) 
de nuevo encontramos pocos procesos enriquecidos comunes (barras moradas) y bastante generales entre los 
que encontramos genes con anotación funcional desconocida (37,27% Ab-Reg y 33,93% PrP-Reg ), implicados 
en la transcripción (7,75% Ab-Reg y 8,78% PrP-Reg), y el procesamiento del ARN (1,72% Ab-Reg y 2,32% PrP-
Reg). Igualmente encontramos genes que codifican proteínas con función de receptor y acopladas a proteínas G 
(0,98% Ab-Reg y 0,92% PrP-Reg), implicados en la regulación transcripcional depentdiente de la RNA polimerasa 
II (1,13% Ab-Reg y 1,45% PrP-Reg) genes implicados en la división celular (1,48% Ab-Reg y 2,15% PrP-Reg), en 
ciclo celular (2,38% Ab-Reg y 3,72 % PrP-Reg ) en mitosis (1,16% Ab-Reg y 1,71% PrP-Reg) y en la transición de 
G1/S dentro del programa de división celular mitótico (0,42% Ab-Reg y 0,62% PrP-Reg). 
Entre los grupos enriquecidos específicamente para cada una de las condiciones experimentales 
encontramos genes agrupados por su implicación en la regulación transcripcional dependiente de ADN (8,97%), 
en la interacción interespecifica entre organismos (1,63%) y en la organización del huso mitótico (1,16%) en el 
caso del Ab-Reg y el procesamiento de los ARN mensajeros (1,73%), el procesamiento de ARN mensajeros 
nucleares (1,15%), la reparación del ADN (1,4%), el arresto del ciclo celular (1,01%), respuesta a daño en el 
ADN (1,62%), genes implicados en el transporte intracelular (0,36%) y transporte mediado por vesículas desde 
el retículo endoplásmico a golgi (0,5%), genes implicados en los procesos catabólicos proteicos dependientes 
de modificaciones (2,43%), en procesos catabólicos mediados por ubiquitina (1,48%) y en procesos proteoliticos 
(0,95%) para los genes PrP-Reg. Todos los genes expresados diferencialmente y agrupados en cada una de las 
categorías se recogen en los Anexos II_Resultados_Ab, y III_Resultados_PrP (pestañas 3 y 4) con los mismos 
parámetros indicados anteriormente.
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 Cuando analizamos en detalle el diagrama de barras para el componente celular (Figura 15), nos 
proporciona información acerca del enriquecimiento de los genes alterados por cada uno de los péptidos empleados 
en función de su distribución dentro de los distintos compartimentos y espacios celulares. Entre los compartimentos 
comunes para ambos péptidos encontramos el citoplasma (22,1% Ab-Reg y 24,9% PrP-Reg), el citosol (4,49% 
Ab-Reg y 6,43% PrP-Reg), la membrana del retículo endoplásmico (2,83% Ab-Reg y 3,41% PrP-Reg), la región 
extracelular (5,49% Ab-Reg y 3,69% PrP-Reg), el núcleo (25,54% Ab-Reg y 30,57% PrP-Reg), el poro nuclear 
(0,72% Ab-Reg y 0,95% PrP-Reg) el retículo endoplásmico (4,49% Ab-Reg y 5,59% PrP-Reg), Golgi (4,2% Ab-Reg 
y 5,02% PrP-Reg), el splicesoma (0,92% Ab-Reg y 1,09% PrP-Reg), el melanosoma (0,61% Ab-Reg y 0,78% PrP-
Reg) la cromatina (0,47% Ab-Reg y 0,67% PrP-Reg) y el huso mitótico (0,52% Ab-Reg y 0,67% PrP-Reg). 
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Entre los compartimentos celulares enriquecidos específicamente para los genes Ab-Reg y PrP-Reg (Figura 
15)  encontramos, el nucleoplasma (2,19%), los filamentos de queratina (0,03%), y las vesículas citoplásmicas 
(1,22%). En el caso de los genes PrP-Reg encontramos el nucleoplasma (2,8%), el espacio extracelular (1,03%), 
la membrana plasmática (7,97%), la matriz extracelular protéica (0,34%), el espacio integral hacia la membrana 
plasmática (7,97%), el complejo heteroribonucleoproteico nuclear (0,31%), la región cromosómica centromérica 
(0,48%), la mitocondria (5,34%), las vesículas COPII (0,17%), los microtúbulos centroméricos (0,14%), los 
ribosomas (1,23%), la región citoplásmica perinuclear (0,9%) y el nucleolo (3,33%). Al igual que para los procesos 
moleculares y biológicos, todos los genes expresados diferencialmente y agrupados en cada una de las categorías 
se recogen en los Anexos II (Resultados-Aβ) y III (Resultados–PrP)(pestañas 5 y 6) con los mismo parámetros 
indicados anteriormente. 
 Una vez se analizó el enriquecimiento en distintos procesos moleculares, biológicos y componentes 
celulares se realizó un análisis en profundidad de las posibles rutas biológicas que podían estar alteradas por el 
efecto de cada uno de los péptidos (Figura 16). Para ello se empleó el software Pathway-Express implementado 
en la interfaz Onto-tools que permite obtener una representación gráfica de las rutas enriquecidas entre los 
genes diferencialmente expresados para cada condición experimental. Además de la representación gráfica 
en formato de barras, se genera una representación de la ruta recogiendo tanto los genes que la componen, 
además de resaltar aquellos que se expresan diferencialmente en la misma. Siguiendo la misma línea de trabajo 
se representan los resultados en diagramas de barras, en los que aparecen distintos conceptos que permiten 
valorar la significancia estadística de un proceso así como el impacto biológico que podría tener la alteración 
de cada una de las rutas enriquecidas. Pathway Express permite realizar un análisis de enriquecimiento clásico 
partiendo de las rutas biológicas publicadas en distintas bases de datos como KEGG, Biocarta y CellMap. Este 
enriquecimiento está basado en la aplicación de una distribución hipergeométrica y una posterior corrección por 
FDR con el fin de identificar aquellas rutas que contienen una proporción de los genes diferencialmente expresados 
que es significativamente distinta de lo que se esperaría sólo como resultado del azar. Finalmente dos valores 
de probabilidad son obtenidos, un p-valor para hipótesis simples: Raw Hypergeometric p-value y un valor de 
probabilidad para test múltiples: Corrected Hypergeometric p-value, equivalente al FDR explicado anteriormente. 
Este último será el valor de probabilidad de corte (Corrected Hypergeometric p-value <0,05) que empleamos para 
determinar aquellos procesos estadísticamente significativos, aunque también incluimos aquellos significativos 
para el Raw Hypergeometric p-value <0,05, pero al igual que para los procesos moleculares y biológicos, siempre 
teniendo en cuenta la posibilidad de aumento de error tipo I y en consecuencia de los posibles falsos positivos. 
Además del valor de probabilidad para determinar la significancia estadística para cada una de las rutas aparece 
un nuevo concepto, el factor de impacto (IF) junto con su valor de probabilidad que determina la significancia 
estadística del mismo, lo que permite determinar por tanto si este valor es producto del azar o no. El factor de 
impacto (IF) de una ruta en conjunto es calculado a partir de un término probabilístico que toma en consideración, 
por un lado la proporción de genes diferencialmente expresados en una ruta y un factor de perturbación asociado 
a cada uno de los genes que componen la ruta, en función del peso especifico de cada uno de ellos dentro 
de la misma. Para su cálculo se incorporan parámetros como la tasa de cambio normalizada para cada gen 
diferencialmente expresado en la ruta, la significancia estadística del conjunto de los genes que componen la 
ruta y la topología de la misma. El IF lleva asociado igualmente dos valores de probabilidad que determinarán la 
significancia de este parámetro para hipótesis simples (Raw IF análisis p-value<0,05) y múltiples (Corrected IF 
analysis p-value<0,05). 
Una vez se obtuvieron aquellas rutas enriquecidas entre los genes diferencialmente expresados para 
cada tratamiento, se realizó una representación de cada ruta en formato GML jerárquico, empleando un programa 
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de edición de gráficos GML (yEd) que permitió analizar cómo se propaga el factor de impacto en la ruta a partir 
de cada uno de los genes que se encuentran alterados y hacia aquellos que no lo están. Este tipo de gráficos nos 
permite evaluar la magnitud y la repercusión de cada uno de los cambios en la ruta, como consecuencia de la 
activación o la represión de los genes que la componen y su peso específico en la ruta. Cada gráfico GML muestra 
y representa los genes diferencialmente expresados con nodos elípticos y marcados en una gama de colores: 
rojo-naranja-amarillo-verde-azul en función de su estado sobre-expresado o reprimido y la magnitud del cambio 
descrito, encontrando nodos más oscuros cuando los cambios de expresión son más marcados, siendo el rojo y 
el azul oscuro los genes mas sobre-expresados y reprimidos de la ruta, respectivamente. A partir de cada nodo 
elíptico irradian flechas en el mismo color que la elipse, que indican hacia donde se dirige la perturbación causada 
por la alteración de ese gen, sabiendo por tanto a qué genes afectaría dicho cambio, que aparecen representados 
con nodos rectangulares y del mismo color que la perturbación de origen. Es interesante analizar en detalle qué 
genes son los que se ven alterados para contextualizar biológicamente esos cambios en los procesos patológicos 
que estamos estudiando.
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Tras realizar el análisis de las rutas para cada uno de los grupos experimentales, encontramos, al igual 
que para los análisis anteriores, rutas comunes para los genes expresados diferencialmente para el Ab-Reg y el 
PrP-Reg (barras moradas). Entre estas rutas encontramos: la ruta de P53 (Fig 17 y 18 respectivamente), Ciclo 
celular (Fig 19 y 20), rutas implicada en procesos tumorales (Fig 21 y 22), cancer prostático (Fig 23 y 24), carcinoma 
celular renal (Fig 25 y 26), cancer colorrectal (Fig 27 y 28), proteolisis mediada por ubiquitina (Fig 29 y 30), la ruta 
de señalización de las gonadotropinas (Fig 31 y 32) y de las MAPquinasas (Fig 33 y 34). Además de encontrar 
rutas comunes, aparecen rutas enriquecidas exclusivamente en cada grupo de genes diferencialmente expresado 
para cada condición experimental. Para los genes Ab-Reg encontramos alteradas las adhesiones focales (Fig 35), 
cáncer pulmonar de células pequeñas (Fig 36), esclerosis lateral amiotrófica (Fig 37), señalización mediada por 
receptores en células B (Fig 38), glioma (Fig 39), leucemia mieloide crónica (Fig 40), ruta de señalización mediada 
por Erb (Fig 41). Para los genes PrP-Reg encontramos la ruta de Wnt (Fig 42), el Ribosoma (Fig 43), ruta de 
señalización mediada por mTOR (Fig 44) y la ruta de exportación proteica (Fig 45). Todos los genes constituyentes 
de cada una de las rutas, junto con los genes diferencialmente expresados, el factor de perturbación para cada 
uno de los genes y los valores de significancia estadística quedan recogidos en los Anexos II (pestañas 7-27) y III 
(pestañas 7-13). Para poder contextualizar y concluir la dirección de todos estos cambios en cada una de las rutas 
alteradas, será necesario realizar un estudio exhaustivo de la función particular de cada gen dentro de dicha ruta 
y la consecuencia global de su sobre-expresión o represión.
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Por último con el fin de determinar si existían cambios a nivel de regulación transcripcional en los genes 
diferencialmente expresados para cada uno de los grupos experimentales se estudió la posible alteración de sitios 
de unión putativos para distintos factores de transcripción, para ello empleamos la herramienta bioinformática 
FatiGO implementada en la interfaz Babelomics (Figura 46). Realizamos un estudio comparativo entre la lista 
de genes diferencialmente expresados (tanto sobre-expresados como reprimidos), y el total de genes recogidos 
en el microarray HU133 plus 2.0, con el fin de detectar una sobre- o sub-representación de sitios de unión para 
determinados factores de transcripción, como consecuencia de cualquiera de los dos tratamientos. Dentro de los 
genes Ab-Reg encontramos una ligera sub-representación de sitios de unión para algunos factores de transcripción 
como LXR, PXR, CAR, COUP, RAR, Nkx2-5, Hand1:E47, ELK1, SF-1, mientras que para otros encontramos una 
clara y significativa sub-representación de determinados sitios de unión para algunos factores de transcripción en 
el grupo de genes diferencialmente expresados por efecto del Ab. Es decir, existen menos sitios de unión para 
los factores que describimos a continuación respecto a los que se esperaría encontrar y se encuentran el total 
de genes anotados en el microarray empleado. Estos factores de transcripción son los siguientes: MEF-3 (8% de 
sitios de unión en los genes regulados por Ab vs 91,94% encontrados en el total de genes anotados), c-ETS-1p54 
(30,95% vs 69,05%), GABP (13,06% vs 86,94%), NRF-2 (20,31% vs 79,69%) y Nkx2-2 (30% vs 70%). Del mismo 
modo pero en sentido contrario existe una ligera sobre-representación de sitios de unión para Oct-1 entre los 
genes diferencialmente expresados por Ab (Figura 46). En el caso de los genes PrP-reg encontramos una ligera 
subrepresentación para CDX (45% vs 54%) y HNF-1 (47% vs 53%) y una grandísima sobrerrepresentación de 
sitios de unión para el factor de transcripción GR (98% vs 1,69%) (Figura 46).
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4.2.2.3. Clustering jerárquico: Análisis detallado de los distintos subclusters 
mediante herramientas de Ontología Génica (OntoExpress y PathwayExpress).
En base a los perfiles de expresión génica característicos de cada tratamiento, se trató de establecer 
grupos que presentaran una regulación similar; para ello y partiendo de los datos de expresión correspondientes 
a aquellos genes que presentaban un perfil de expresión diferencial para cada tratamiento, se realizó un análisis 
de clustering jerárquico no supervisado aglomerativo utilizando como medida de similitud entre los vectores de 
expresión génica la correlación cuadrática de Pearson, con el fin de observar tendencias en el comportamiento de 
los genes agrupados. Como método de ligamiento para la construcción de los dendrogramas, se utilizó el método 
de ligamiento promedio por el cual se selecciona la distancia promedio entre las agrupaciones o clusters.
Obtenidos los clusters correspondientes a los perfiles de expresión génica asociados tanto al Aβ 25-35 
como al PrP106-126, se puede observar primero cómo éstos se organizan en dos grandes ramas en función 
de aquellos genes sobre-expresados y reprimidos respecto al control y segundo cómo están constituidos por 
pequeños agrupamientos numerados: S1-S38 en el caso del Aβ 25-35 (Figura 47) y S1-S44 en el caso del PrP106-
126 (Figura 48). Estos pequeños agrupamientos reúnen aquellos genes que presentan niveles de expresión 
con tendencias equivalentes, de forma que genes que presentan comportamientos equivalentes podrían estar 
corregulados y/o implicados en las mismas funciones biológicas, procesos moleculares o rutas de transducción de 
señal. Estos pequeños agrupamientos se encuentran a su vez englobados en grupos de mayor tamaño SCA-SCG 
en el caso del Aβ 25-35 y SCA-SCJ en el caso del PrP106-126, de forma que aquellos que son más parecidos 
entre sí, se encuentran más próximos. Tanto los genes sobreexpresados, como los reprimidos y los agrupamientos 
de mayor tamaño se integraron con anotaciones funcionales y moleculares empleando distintas herramientas de 
ontología génica, con el fin de determinar si las alteraciones en la expresión génica se manifiestan en alteraciones 
a nivel de procesos biológicos, funciones moleculares o rutas de transducción de señal.
Una vez se realizó el análisis de ontología génica para todos y cada uno de los grupos de genes 
regulados, tanto sobre-expresados como reprimidos por el Aβ 25-35  y por el PrP106-126, se llevó a cabo un 
estudio más minucioso, de forma que las pequeñas agrupaciones obtenidas de los clusters jerárquicos y que 
se corresponden con aquellos genes que presentan una tendencia equivalente en su comportamiento fueron 
integradas con distintas anotaciones funcionales y moleculares. Para ello y partiendo de los clusters obtenidos 
para cada perfil de expresión génica se tomaron las agrupaciones de mayor tamaño o subclusters y una a una se 
fueron integrando con anotaciones funcionales, moleculares así como con rutas de transducción de señal, tratando 
de determinar si dentro de esos grupos de genes con comportamientos similares y que podrían estar corregulados, 
existiera alguna función biológica, algún proceso molecular o alguna ruta de transducción de señal representada 
de forma significativa, aportándonos por tanto información acerca de qué procesos podrían verse alterados por el 
efecto neurotóxico tanto del Aβ 25-35 como del PrP106-126. Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron de nuevo 
las herramientas informáticas OntoExpressTM y PathwayExpressTM..
 Si inicialmente estudiamos el cluster generado a partir de los datos de expresión obtenidos tras la 
realización del tratamiento con el Aβ 25-35, vemos que éste consta de siete pequeñas agrupaciones o subclusters 
numerados SCA-SCG (Figura 47).
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El subcluster A (SCA) está constituido a su vez por ocho agrupamientos (s1-s8) y presenta numerosas 
funciones moleculares y biológicas sobrerrepresentadas de forma significativa entre los genes agrupados.
Entre las distintas funciones moleculares un 3,55% de los genes presentan actividad transportadora de 
electrones, un 4,06% presenta actividad oxidorreductasa y un 1,52% presenta actividad como reguladores de la 
transcripción. De la misma forma en este grupo encontramos genes que presentan capacidad de unión a diversos 
metales, así un 3.05% de los genes presenta capacidad de unión a Mg2+, un 2,54% de unión a Ca2+ y un 1,52% a 
Fe3+. Por otro lado, entre los distintos procesos biológicos representados de forma significativa encontramos genes 
implicados en la neurogénesis (4,57%), en procesos de señalización mediante cascadas intracelulares (4,06%), en 
procesos de señalización célula-célula (2,54%) así como en procesos de diferenciación celular en la percepción 
visual (2,03%), en el transporte de electrones (3,55%), en desarrollo (3,55%),en el metabolismo (3,05%), en el 
transporte de proteínas (2,54%) y en la regulación de la transcripción dependiente de ADN (9,04%)
Entre las rutas biológicas representadas de forma significativa (FDR<0,05) dentro del subcluster A 
encontramos la proteolisis mediada por ubiquitina, la ruta de señalización de Notch y la interacción de ligandos 
neuroactivos con receptores.
El subcluster B (SCB) también está constituido por ocho pequeños agrupamientos (s9-s16), entre los que 
se encuentran algunas funciones biológicas representadas de forma significativa (FDR<0,05).
Entre los distintos procesos biológicos representados encontramos genes que codifican proteínas 
implicadas en procesos de transporte intracelular (2,75%), genes implicados en uniones homofílicas célula-célula 
(1,37%), así como genes implicados en el desarrollo esquelético (1,37%). En este cluster sin embargo no se 
encontraron ni funciones moleculares ni rutas de transducción representadas de forma significativa.
 El subcluster C (SCC) está constituido por tres agrupamientos (s17-s20), entre los que encontramos varios 
genes que no pueden ser agrupados en una determinada categoría ontológica ya que se desconoce su función 
tanto molecular como biológica, de forma que sólo un 3,05% de ellos pueden englobarse en un proceso biológico 
concreto como es la regulación de la transcripción desde el promotor de la ARN polimerasa II. En contraposición, 
existen numerosas rutas de transducción de señal representadas de forma significativa (FDR<0,05) entre los 
genes aquí agrupados. Así genes implicados en la ruta de Wnt, implicados en el sistema de adhesión focal y 
uniones adherentes, en el sistema de señalización mediado por el fosfatidil inositol y por los receptores toll-like, en 
la ruta de señalización del calcio y de las MAPquinasas.
 Por su lado el subcluster D está formado por ocho agrupamientos (s21-s28), entre los que encontramos 
procesos moleculares y funciones biológicas representados de forma significativa (FDR<0,05) y sin embargo no 
existe ninguna ruta de transducción de señal. Dentro de las funciones moleculares representadas encontramos 
que un 4,76% de los genes agrupados presentan capacidad de unión a proteínas mal plegadas y un 6.35% 
presentan capacidad oxidorreductasa. Por otro lado, dentro de los procesos biológicos encontramos cómo un 
6,35% de los genes están implicados en procesos de plegamiento de proteínas y un 4,76% lo están en procesos 
como la regulación del ciclo celular y el transporte de electrones.
 El subcluster E está constituido por tres agrupamientos (s29-s31). Entre las funciones moleculares 
representadas encontramos genes que codifican proteínas que presentan actividad como factores de crecimiento. 
Dentro de los procesos biológicos representados, encontramos un 2,46% de los genes implicados en el metabolismo 
de los carbohidratos, un 3,94% implicado en desarrollo y un 1,48% implicado en modificaciones proteicas 
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Entre las rutas de transducción de señal representadas de forma significativa encontramos la ruta 
de señalización de TGFb la ruta de señalización de Notch, ciclo celular, adhesiones focales y regulación del 
citoesqueleto de actina.
 El subcluster F está constituido por tres agrupaciones (s32-s34) entre las que se encuentran diversas 
funciones moleculares y procesos biológicos representados de forma significativa. Dentro de las distintas funciones 
moleculares encontramos genes agrupados en función de su actividad como MAP quinasas fosfatasas (2,59%), 
como hidrolasas (11,21%), como protein tirosin fosfatasas (2,59%), como transportadores de electrones (3,45%), 
como moléculas estructurales (3,45%) y como factores de crecimiento (2,59%). De la misma forma existen genes 
agrupados en función de su capacidad para unirse a ciertas moléculas como a la heparina (3,45%) y a ácidos 
nucleicos (6,9%). Por otro lado, dentro de las funciones biológicas representadas encontramos genes implicados 
en el desarrollo del mesodermo (2,59%), en el transporte de protones (2,59%), en el transporte de electrones 
(5,17%) en la defosforilación de aminoácidos, en el arresto de ciclo celular (2,59%), en la señalización mediada 
por receptores de transmembrana (2,59%), en la regulación negativa durante la proliferación, en la neurogénesis 
(4,31%) y en el ciclo celular (3,45%).
 Respecto a las distintas rutas de señalización, encontramos que dentro del cluster existen genes 
implicados en la ruta de señalización de las MAP quinasas y JAK-STAT, en ciclo celular y en la interacción de 
los receptores con las citocinas. Así mismo, aparecen genes implicados en patologías como la esclerosis lateral 
amiotrófica y las prionopatías.
 El subcluster G presenta cuatro agrupaciones (s-35-s38).Entre las funciones moleculares representadas 
de forma significativa encontramos genes agrupados en base a su actividad como factores de transcripción de de 
la ARN polimerasa II (3,8%) y su actividad helicasa (3,8%), así como en base a su capacidad de unión a metales 
(7,59%). De la misma forma entre los procesos biológicos encontramos genes implicados en la regulación de la 
transcripción desde el promotor de la ARN polimerasa (5,06%), en el ensamblaje de complejos proteicos (3,8%) y 
en procesos de adhesión celular (5,06%).
Una vez estudiado el cluster jerárquico generado a partir de los datos de expresión obtenidos del 
tratamiento con el Aβ 25-35, realizamos de nuevo un estudio similar a partir del cluster generado a partir de los 
datos de expresión obtenidos tras el tratamiento con el PrP106-126 (Figura 48).
Éste cluster está constituido por nueve pequeños agrupamientos numerados o subcluster (SCA-SCJ), en 
los que se recogen aquellos genes mas parecidos entre sí. De la misma forma que para los casos anteriores, todos 
ellos se integraron con anotaciones funcionales con el fin de encontrar posibles procesos tanto biológicos como 
moleculares representados en una mayor o menor proporción dentro de los distintos grupos.
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 El subcluster A (SCA) está constituido por dos agrupamientos (s1-s2), entre los que encontramos distintas 
funciones moleculares y procesos biológicos representados de forma significativa; Dentro de las funciones 
moleculares representadas encontramos genes con capacidad de unión a ADN (11,67%) de unión a ácidos 
nucléicos (9,17%) y de unión a Zn2+ (11,67%). Por otro lado, entre los procesos biológicos encontramos genes 
implicados en la transcripción (10%), así como en el transporte de iones Na+ (2,5%).
 El subcluster B (SCB) está constituido por seis pequeños agrupamientos (s3-s8). Entre las funciones 
moleculares representadas de forma significativa encontramos genes con capacidad de unión a ácidos nucléicos 
(8,11%), a ARN (4,86%), a iones Zn2+ (10,27%) y a nucleótidos (4,32%), de la misma forma existen genes con 
actividad ligasa (3,24%) y con actividad conjugadora de ubiquitina (1,62%). Dentro de los procesos biológicos 
representados de forma significativa encontramos genes implicados en la biosíntesis del colesterol (2,7%), en la 
reparación del ADN (2,7%), en la respuesta a estrés (1,62%) y en procesos de motilidad celular (1,62%). De la 
misma forma en este agrupamiento encontramos representada de forma significativa la ruta de proteolisis mediada 
por ubiquitina, y dos factores de transcripción Cdx-2 y FOXJ2.
 El subcluster C (SCC), está formado por cuatro agrupamientos (s9-s13) y no se encuentran funciones 
moleculares, procesos y rutas biológicas significativas.
 El subcluster D (SCD) está constituido por cuatro pequeños agrupamientos (s14-s17). Entre las funciones 
moleculares representadas de forma significativa encontramos por un lado, genes con capacidad de unión a Ca2+ 
(5,22%), a calmodulina (2,24%) y a proteínas (2,24%) y por otro, genes con actividad catalítica (2,99%). Entre los 
procesos biológicos representados encontramos genes implicados en la división celular (2,99%), en la regulación 
del ciclo celular (3,73%), en el catabolismo de proteínas dependiente de ubiquitina (2,24%), en el metabolismo 
(3,73%) y en ciclo celular (2,99%). Al igual que en el caso anterior existen numerosas rutas de transducción que 
están sobre-representadas significativamente en este agrupamiento, de forma que encontramos genes implicados 
en la ruta de Wnt, en la apoptosis, en la ruta de señalización mediada por receptores toll-like, en la proteolisis 
mediada por ubiquitina, en la ruta de señalización de las MAP quinasas y genes implicados en la formación de 
uniones adherentes y en el ritmo circadiano.
El subcluster E (SCE) está constituido por cinco agrupamientos de pequeño tamaño (s18-s22). Entre 
las funciones moleculares representadas de forma significativa encontramos genes con capacidad de unión a 
ácidos nucleicos (6,7%), a azúcares (2,06%) así como a ion Mn2+ (1,55%). Por otro lado existen genes agrupados 
en distintas funciones, en base a su actividad como moléculas adaptadoras SH3/SH2 (1,55%) o como quinasas 
(2,58%). Dentro de los procesos biológicos representados de forma significativa encontramos genes implicados 
en la transcripción (11,34%) y en la regulación de la transcripción dependiente de ADN (12,89%). Dentro de las 
rutas biológicas representadas encontramos genes implicados en la atrofia DRPLA y el sistema de señalización 
del fosfatidil inositol.
El subcluster F (SCF) está constituido por tres agrupamientos s23-s25. Entre las funciones moleculares 
representadas significativamente encontramos genes con actividad transferasa (9,26%), con actividad Serin-
Treonin quinasa (5,56%), con actividad como moléculas estructurales (3,7%), como factores de transcripción 
(3,7%), como protein tirosin quinasas (3,7%), como quinasas (2,78%) y con capacidad de unión a azúcares 
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(2,78%). Entre los procesos biológicos encontramos representados de forma significativa genes implicados en la 
fosforilación de aminoácidos (6,48%).
El subcluster G (SCG) está constituido por cinco agrupamientos s26-s30. Sólo dos funciones moleculares 
se encuentran representadas de forma significativa en este agrupamiento, y en ellas encontramos genes que 
presentan actividad como factores de transcripción (7,88%) y genes que codifican para constituyentes estructurales 
del ribosoma (3,03%). Entre los procesos biológicos representados de forma significativa encontramos genes 
implicados en los procesos de transcripción (11,52%), en la regulación negativa de los procesos de transcripción 
(1,82%) en la defosforilación de aminoácidos (3,64%), en el ensamblaje de complejos proteicos (2,42%), en la 
transmisión sináptica (2,42%), en las adhesiones celulares dependientes de Ca2+ (1,82%) y en el transporte de 
lípidos (1,82%). Respecto a las rutas biológicas, sólo la de las MAP quinasas se encuentra representada de forma 
significativa en este agrupamiento.
El subcluster H (SCH) está constituido por tres agrupamientos s31-s33. Existen distintas funciones 
moleculares representadas de forma significativa, dentro de las que encontramos genes agrupados en base a su 
actividad como transductores de señal (8,04%), como coactivadores transcripcionales (5,36%) y como activadores 
transcripcionales (10,71%). igualmente encontramos genes que presentan actividad quinasa (2,68%) y actividad 
hidrolasa (7,14%). Entre los procesos biológicos encontramos genes implicados en la regulación de la transcripción 
dependiente de ADN (16,07%), en la defosforilación de aminoácidos, en el plegamiento de proteínas (3,57%) y en 
la transducción de señal (9,82%). Al igual que en el cluster anterior la única ruta de transducción representada de 
forma significativa es la ruta de las MAP quinasas.
El subcluster I (SCI) está constituido por cinco pequeñas agrupaciones s34-s38. Dentro de las funciones 
moleculares representadas significativamente encontramos genes con capacidad de unión a nucleótidos (5,51%). 
De la misma forma, dentro de los procesos biológicos representados encontramos genes implicados en la inducción 
de la apoptosis (2,36%) así como en la unión a nucleótidos (5,51%).
El subcluster J (SCJ) está formado por seis agrupamientos s39-s44. Dentro del agrupamiento existen 
numerosas funciones moleculares representadas de forma significativa entre las que se encuentran genes 
agrupados en función de su capacidad de unión a metales (0,68%), de unión a Zn2+ (0,58%), de unión a proteínas 
(0,39%), a ácidos nucleicos (0,48%). Igualmente existen genes agrupados en función de su actividad transferasa 
(0,39%), hidrolasa (0,29%), en función de su actividad como receptores (0,29%) y como factores se transcripción 
(0,39%). Entre las rutas biológicas representadas de forma significativa encontramos genes involucrados en 
patologías como la esclerosis lateral amiotrófica, las prionopatías, así como genes implicados en las tigh junction.
4.2.3.  Análisis individual de genes regulados como consecuencia de la toxicidad 
inducida por el Aß 25-35 y por el PrP106-126 y validación de los mismos por RT-
PCR en tiempo real.
4.2.3.1.  Validación por qRT-PCR en tiempo real.
 Una vez se obtuvieron y analizaron los perfiles de expresión génica asociados a cada uno de los péptidos, 
a partir de los distintos grupos de genes regulados, se seleccionaron por un lado genes cuya expresión estaba 
modificada de forma específica por cada péptido, y por otro genes que se comportan de la misma forma por el 
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4.3.1        
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efecto inducido por ambos péptidos (Figura 49). Para todos los casos, los genes fueron seleccionados en base al 
número de réplicas en el que estaban presentes, la tasa de cambio así como a su posible interés biológico. Los 
genes elegidos se analizaron mediante técnicas alternativas para el estudio de los niveles de expresión génica, 
buscando así tanto una confirmación de los resultados obtenidos en los microarrays, como un apoyo más a la 
hipótesis postulada.
De todos los genes regulados en los microarrays, 27 fueron seleccionados según los criterios anteriormente 
expuestos y analizados mediante PCR en tiempo real.
A partir de los resultados obtenidos de la PCR cuantitativa, observamos que 4 de los 8 genes regulados 
por el PrP106-126 (KIF1A, NDP014, CRTAP y hnRNP a2/b1) presentan el mismo sentido de cambio que en los 
microarrays, mientras que los otros 4 no se confirman por no presentar un cambio estadísticamente significativo.
 Por otro lado, 3 de los 6 genes alterados por el tratamiento con Aβ 25-35 (EGR1, FOS y LIM3/LMO3), 
presentan regulaciones similares a los obtenidos en los microarrays. El gen TNFR5 por su lado, se comporta de 
forma opuesta respecto al sentido del cambio y el gen WNT6 no se consiguió detectar por qRT-PCR cuantitativa, 
aún cuando los niveles detectados por los microarrays parecen lo suficientemente grandes como para que 
pudieran ser confirmados por esta técnica alternativa. Aunque inicialmente estos genes fueron seleccionados 
como genes modificados por el tratamiento con Aβ 25-35, se analizaron también para el tratamiento con PrP106-
126, encontrándose que tanto fos como EGR1 se encontraban también sobre-expresados, mientras que LMO3 no 
parecía estar regulado por el PrP106-126. Esto nos permite confirmar que existen genes que se regulan de forma 
similar y genes que presentan una regulación exclusiva por sólo uno de los tratamientos. En este caso LIM3 estaría 
regulado exclusivamente por el Aβ 25-35.
En lo que respecta a los genes regulados de forma común por ambos tratamientos, encontramos que 
5 de los 13 genes estudiados (DKK1, CROP, NADH deshidrogenasa 5, NADH deshidrogenasa 6 y SFRS18) 
presentan un comportamiento equivalente en relación a la magnitud de cambio y al sentido del mismo. Por otro 
lado, genes como TXIP, activina A, CXCL2 y tropomiosina 4 (TM4), muestran una tendencia a corresponderse con 
los resultados obtenidos en los microarrays sólo desde el punto de vista del comportamiento pues sus niveles de 
cambio no son estadísticamente significativos. Finalmente, genes como MGC3032 y TOP2A sólo se confirman 
para el PrP106-126 y Aβ 25-35 respectivamente. 
Los datos obtenidos nos permiten observar que de los 27 genes seleccionados inicialmente, 15 han sido 
validados, mientras que los 12 restantes no. Por otro lado, algunos de los genes que habían sido seleccionados por 
estar regulados exclusivamente en uno de los tratamientos, como FOS y EGR1 también presentan un cambio en 
los niveles de expresión en el otro tratamiento, a pesar de no haber sido detectado previamente en los microarrays 
(Figura 49). Estos resultados indican que aunque los microarrays constituyen una potente herramienta, tanto para 
el análisis de múltiples genes como para la creación de nuevas hipótesis pueden ser sin embargo una fuente de 
falsos positivos y de falsos negativos a nivel individual. Es por ello que todo resultado obtenido de un análisis 
de microarrays, no sólo ha de ser producto de un buen diseño experimental y de múltiples análisis, sino que 
debe ser siempre validado por técnicas moleculares alternativas que lo confirmen, especialmente si se pretenden 
sacar conclusiones a nivel individual. La confirmación de genes como LIM3 (LMO3) y TOP2A, reprimidos sólo en 
presencia de Aβ 25-35, o sobreexpresados sólo en presencia de PrP106-126, como LOC65998, permite esbozar 
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la idea de que ciertamente, deben existir rutas inducidas específicamente por el PrP106-126 o por el Aβ 25-
35. Sin embargo, la existencia de genes activados en los dos tratamientos como EGR1, FOS, DKK1, NADH 
deshidrogenasa 5 y NADH deshidrogenasa 6 demuestra la existencia de de algunos mecanismos efectores 
comunes en ambos procesos neurotóxicos.
4.2.3.2. Confirmación de genes regulados: Patrón de expresión temporal.
Una vez se validaron los resultados de los microarrays se trataron de reproducir los resultados en 
experimentos independientes. Para ello se realizó un estudio del comportamiento de los genes a diferentes 
tiempos de tratamiento incluyendo entre los tiempos estudiados el que utilizamos en el experimento de los 
microarrays (Figuras 50 y 51). Así, se estudiaron los patrones de expresión temporal de todos aquellos genes 
validados mediante qRT-PCR, considerando distintos tiempos: 3 ,6 ,9 ,18 y 24 horas, y empleando la misma dosis 
de tratamiento utilizada hasta entonces (50mM). Esto permitió determinar cómo se comportan y cuál es el punto en 
el tiempo en el que la tasa de cambio en los niveles de expresión es mayor.
El gen EGR-1 sufre un aumento gradual en los niveles de expresión tanto en el tratamiento con Aβ 25-35 
como con PrP106-126 (Figura 50a). Aunque la sobre-expresión es patente y progresiva en ambos casos, existen 
pequeñas diferencias. Mientras que el tratamiento con el Aβ 25-35 induce un aumento acusado del mensajero ya 
a las 3 horas de tratamiento y obtiene su máximo valor a las 6 horas para luego ir reduciendo sus niveles a las 9 
horas y a las 18 horas hasta conseguir los niveles mas bajos, aunque no todavía los basales, a las 24 horas, el 
tratamiento con el PrP106-126 induce una sobre-expresión en los niveles del mensajero incluso mayor que para 
el Aβ 25-35, pero la progresión en el tiempo es mas lenta, de forma que a las 3 horas, los niveles son bastantes 
mas bajos en relación a los niveles conseguidos con el Aβ 25-35 y poco a poco siguen aumentando a las 6 horas 
hasta alcanzar un máximo de expresión a las 9 horas, comenzando en este punto un descenso, también gradual, 
aunque menos acusado que para el Aβ 25-35, lo que lleva a la reducción de los niveles de ARN mensajero hasta 
las 18 horas. Ambos factores producen un claro aumento en los niveles del ARN mensajero pero a distinto ritmo, 
en efecto podemos decir que presentan patrones de expresión equivalentes con la misma tendencia y sin embargo 
diferentes en el tiempo.
Al igual que EGR-1, FOS sufre un aumento gradual en los niveles de expresión tanto en el tratamiento con 
Aβ 25-35 como en el tratamiento con PrP106-126 (Figura 50b). De nuevo, aunque la sobreexpresión es acusada 
en ambos casos, y los patrones de expresión temporal presentan tendencias y comportamientos equivalentes, 
su consecución en el tiempo es ligeramente distinta, de forma que mientras que el tratamiento con Aß25-35, ya 
produce un aumento considerable en los niveles de mensajero a las 3 horas de tratamiento, el PrP106-126 sin 
embargo ha producido un discreto aumento del mismo en ese tiempo.
Por otro lado, mientras el Aβ 25-35 induce a las 6 horas el máximo nivel de expresión del mensajero, el 
PrP106-126 produce un aumento en los niveles de mensajero más gradual, de forma que los valores obtenidos en 
este punto son equivalentes o ligeramente inferiores a los obtenidos por el Aβ 25-35 a las 3 horas de tratamiento. 
Mientras a las 9 horas los niveles de mensajero comienzan a descender ya para el Aβ 25-35, para el PrP106-126 
se alcanza el máximo valor en este tiempo. A las 18 horas el nivel del mensajero desciende en ambos tratamientos 
hasta presentar una magnitud equivalente, mostrando en ambos casos los niveles más bajos. Finalmente tanto 
para el Aβ 25-35 como para el PrP106-126 vuelve a existir un ligero aumento a las 24 horas más patente en el 
caso del PrP106-126 (Figura 50b). 
89
90
Tanto EGR-1 como FOS son dos genes tempranos, que en condiciones normales se activan en respuesta a 
estímulos de estrés celular y presentan respuestas de activación e inhibición bastante rápidas, curiosamente ambos 
presentan los máximos niveles de expresión a las 6 y a las 9 horas tanto para el Aβ 25-35 como para el PrP106-126 
respectivamente, esto podría estar indicando un efecto mantenido en el tiempo de ambos factores, lo que se refleja en 
la alteración de la expresión génica a tiempos tan largos.
 El gen DKK1 presenta un patrón de expresión temporal equivalente para ambos factores, de forma que a 
las 3 horas comienza a darse un aumento gradual en los niveles de mensajero, que alcanza su máximo a las 9 horas 
donde comienzan a descender hasta las 18 horas. Aunque el perfil de expresión temporal es equivalente para ambos 
péptidos, la magnitud del cambio es casi el doble para el PrP106-126 en todos los puntos del estudio temporal. En 
ambos casos la reducción en los niveles de mensajero a partir del punto máximo alcanzado a las 9 horas es gradual sin 
llegar a alcanzar en ninguno de los casos los niveles basales iniciales, esto indica que se tratan de efectos mantenidos 
en el tiempo lo que hace pensar que pudieran presentar una expresión mantenida en el tiempo, o bien una regulación 
transcipcional indirecta. Esto es más patente en el caso del PrP106-126, en el que los niveles de mensajero son aún 
muy elevados a las 24 horas, indicando que la recuperación de los mismos es mucho más lenta. En el caso del Aβ 25-
35 una vez se han alcanzado los niveles mas bajos a las 18 horas, estos se mantienen en el mismo nivel hasta las 24 
horas (Figura 50c).
El gen LMO3 sufre un descenso en los niveles de expresión patente ya a las 3 horas de forma exclusiva para 
la toxicidad inducida por el Aβ 25-35. Esta reducción se mantiene, hasta las 9 horas, a partir de las cuales se inicia 
una recuperación de los niveles de expresión progresiva, llegando a equiparase a los encontrados para el control a las 
24 horas. El hecho de que la reducción más fuerte se encuentre a las 3 horas, hace pensar que la regulación del gen 
por el Aβ 25-35, podría comenzar antes, tratándose de una regulación temprana, directamente dirigida por el propio 
factor (Figura 50d). Por el contrario, aunque PrP no produce ningún efecto estadísticamente significativo sobre los 
niveles de este gen, sí que se aprecia una cierta tendencia a mimetizar (aunque con una menor potencia) el efecto 
de Aβ 25-35.
El gen NADH deshidrogenasa 5 sufre una reducción progresiva apreciable desde las 6 horas, con un máximo 
a las 18 horas y que se mantiene a las 24 horas. El comportamiento del gen para los dos factores es similar de forma 
general ya que en ambos se produce una represión gradual de la expresión, sin embargo existen pequeñas diferencias. 
Mientras que el gen presenta niveles de expresión similares al control a las 3 horas de tratamiento con PrP106-126, en 
el tratamiento con Aβ 25-35, la reducción de los niveles de expresión ya es considerable. Sería interesante entonces, 
analizar el comportamiento de este gen a tiempos anteriores, para determinar cuándo comienza la regulación del mismo 
por el Aβ 25-35. Por otro lado, mientras a las 24 horas existe una recuperación progresiva de los niveles de expresión 
para el PrP106-126, para el Aβ 25-35 esta recuperación también existe, sin embargo ésta es mucho más sutil, de 
forma que los niveles siguen siendo muy bajos. Esto nos permite deducir, que el efecto del Aβ 25-35, es mantenido en 
el tiempo, de forma que el inicio de la regulación del gen parece ser más temprana que en el caso del PrP106-126 y 
también parece que se mantiene durante más tiempo, a diferencia de lo que ocurre con el PrP106-126 (Figura 50e).
El gen NADH deshidrogenasa 6, por su lado, presenta igualmente un comportamiento totalmente equivalente 
para los dos factores, de forma que presentan una reducción temporal progresiva, desde las 6 horas que de nuevo se 
hace máxima a las 18 horas y se mantiene incluso a las 24 horas donde en ambos casos se observa una recuperación 
progresiva de los niveles de expresión (Figura 50f)
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 Tanto el gen NADH deshidrogenasa 5 como el gen NADH deshidrogenasa 6 (Figura Figura 50e y f, 
respectivamente) presentan reducciones en la expresión génica a tiempos cortos, sin embargo la reducción máxima 
en ambos casos sucede a las 18 horas, lo que hace pensar en que éstos pudieran ser genes intermedios, con una 
expresión mantenida en el tiempo, o bien con una regulación transcripcional indirecta y/o a nivel traduccional.
 El gen SFRS18 presenta un patrón de expresión temporal equivalente tanto para el Aβ 25-35 como para 
el PrP106-126, de forma que a las 3 horas existe una reducción en los niveles de expresión en ambos casos 
aunque de mayor magnitud para el Aβ 25-35. A las 6 horas, mientras para el PrP106-126 los niveles de mensajero 
se mantienen, para el Aβ 25-35aumentan ligeramente. A las 9 horas se alcanza la máxima reducción en los niveles 
de mensajero tanto para el Aβ 25-35 como para el PrP106-126, y a partir de este punto comienza una recuperación 
progresiva y significativa de los mismos, siendo ligeramente más lenta para el Aβ 25-35 (Figura 51a). 
 El gen TOP2A también presenta un perfil de expresión temporal similar para ambos factores, con una 
represión transitoria en los niveles de expresión aunque con pequeñas diferencias. Mientras que el Aβ 25-35 
reduce los niveles de mensajero ya desde las 3 horas, el PrP106-126 no lo hace hasta las 6 horas de tratamiento, 
donde se alcanzan los máximos niveles de represión y de forma más sutil que para el caso del Aβ 25-35. La 
recuperación de los niveles de mensajero se produce rápidamente a las 9 horas del tratamiento para ambos 
factores, manteniéndose a partir de ese momento a niveles similares al control en tiempos posteriores. El hecho 
de que la represión máxima se produzca a tiempos cortos (6 horas) hace pensar que el tipo de regulación 
transcripcional génica ejercida por ambos factores es de tipo directo (Figura 51b).
 El gen CROP sufre una represión transcripcional transitoria máxima a las 3 horas de tratamiento, y tan 
sólo para el tratamiento con el Aβ 25-35, ésta reducción en los niveles de mensajero se recupera rápidamente ya a 
las 6 horas, y a partir de este tiempo los niveles se mantienen constantes hasta el tiempo máximo de tratamiento. 
Esta rápida represión lleva a pensar que se trata de efectos transcripcionales directamente ejercidos por el Aβ 25-
35 (Figura 51c).
 
 El gen LOC65998 presenta un comportamiento bifásico, en el que inicialmente se aprecia una represión 
transcripcional rápida a las 3 horas tanto para el tratamiento con Aβ 25-35 como para el tratamiento con el PrP106-
126 y a continuación a las 6 horas en ambos casos existe un aumento significativo en los niveles de mensajero 
de magnitud similar. A partir de ese punto se produce una disminución en los niveles de mRNA que es progresiva 
para el tratamiento con PrP hasta alcanzar valores similares a las condiciones iniciales al final del estudio, mientras 
que es mucho más pronunciada en el tratamiento con Aß, de forma que a las 9 horas se produce de nuevo una 
represión transcripcional que baja hasta niveles inferiores a los iniciales (Figura 51d).
 El patrón de expresión temporal del gen KIF1A presenta un perfil de expresión plano desde el punto de 
vista estadístico, incluso en el tiempo de las 6 horas que supone un punto de referencia como confirmación de su 
regulación negativa por PrP respecto a los resultados obtenidos en los microarrays (Figura 51e). De todas formas, 
se aprecia una tendencia no significativa a una modulación positiva temprana (a las 3 horas) para ambos factores, 
volviendo a niveles similares o inferiores a los basales a partir de ese momento, pero siempre en un rango de 
variación no significativa.
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 El gen hnRNPa2/b1 presenta patrones de expresión diferentes para cada uno de los factores empleados, 
de forma que el Aβ 25-35 induce una represión transcripcional ya patente a las 3 horas de tratamiento, represión 
que alcanza su máximo valor a las 6 horas. A partir de este punto se van recuperando los niveles de mensajero, 
volviendo a niveles equivalentes o incluso superiores respecto al control a las 9 horas. El PrP106-126 por su lado 
induce una ligera represión transcripcional significativa a las 3 horas de tratamiento. A partir de este momento los 
niveles se recuperan aunque sin alcanzar en ningún momento exactamente el mismo valor que en las condiciones 
control, aunque la diferencia aquí no es significativa desde un punto de vista estadístico (Figura 51f).
 El gen CRTAP presenta patrones de expresión temporales distintos para ambos factores. Mientras que 
el Aβ 25-35 produce una activación transcripcional con un máximo a las 9 horas, lo que lleva a pensar que bajo 
estas condiciones este gen podría sufrir una regulación de tipo indirecto, o bien a nivel traduccional; el PrP106-126 
induce por su lado una pequeña activación transcripcional ya a las 3 horas que se mantiene en el tiempo pero 
que va reduciéndose de forma sutil hasta conseguir niveles de mensajero equiparables al control. Una regulación 
transcripcional con un máximo de expresión a las tres horas puede estar revelando que este gen bajo estas 
condiciones experimentales podría estar comportándose como un gen temprano, presentando una regulación 
directamente ejercida por el propio factor (Figura 51g).
 El marco abierto de lectura C1ORF63 presenta patrones de expresión temporal similar en el tratamiento 
con el Aβ 25-35, o con el PrP106-126, aunque con un curso temporal ligeramente distinto. Mientras que el Aβ 25-
35 produce una represión transcripcional gradual, de forma que a las 3 horas los niveles de mensajero ya están por 
debajo del control y las 6 horas alcanza la represión máxima, el PrP106-126 produce una drástica y puntual bajada 
en los niveles de ARN mensajero a las 6 horas. En ambos casos, a partir de este punto, comienza la recuperación 
de los niveles de mensajero respecto al control, pero ésta es ligeramente diferente para cada uno de los factores. 
Para el Aβ 25-35 al igual que la represión, la recuperación de los niveles de mensajeros es también lenta y gradual, 
produciéndose en un intervalo temporal amplio que abarca 18 horas. Para el PrP106-126 sin embargo existe una 
recuperación igualmente rápida que la represión producida, de forma que a las 9 horas los niveles ya se han 
recuperado totalmente y se mantienen constantes hasta las 24 horas, esto podría estar indicando que los efectos 
ejercidos a nivel transcripcional por el PrP106-126 sobre este gen son efectos directos (Figura 51h).
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5. DISCUSIÓN. 
La enfermedad de Alzheimer y las prionopatías son enfermedades neurodegenerativas progresivas e 
irreversibles del sistema nervioso central que cursan con deterioro cognitivo y grandes alteraciones moleculares 
y celulares. Ambas patologías parecen estar directamente relacionadas con la acumulación de proteínas que 
se expresan naturalmente en la célula y presentan funciones biológicas específicas cuyo plegamiento anómalo 
induce su depósito en agregados amiloideos generando graves lesiones y alteraciones funcionales en el neuropilo. 
En los últimos años son múltiples las similitudes neuropatológicas, epidemiológicas, bioquímicas y genéticas que 
se han encontrado entre ambas patologías, incluso se han llegado a describir rutas de señalización e interacciones 
directas entre las dos proteínas principalmente implicadas en ambos procesos patológicos (Ab y PrP) (137, 175, 195, 243). 
De la misma forma durante muchos años han sido numerosos los estudios clinicopatológicos y 
neuroradiológicos que han tratado de poner de manifiesto, cómo la activación de la microglia sería un evento 
patogénico relativamente temprano y central en ambos procesos neurodegenerativos (24, 38, 58, 160). La activación de 
la microglia podría ser una de las principales causas de los daños neuronales producidos en ambas patologías 
siendo la neurodegeneración resultado de la maduración de los complejos fibrilares proteicos favorecida por efecto 
de la propia glía (57, 198, 264, 273). A pesar de que la gran mayoría de los estudios publicados al inicio de este estudio 
manifestaban un papel fundamental de la glia en el inicio y la progresión de ambas patologías, otros estudios 
minoritarios sugerían como también los agregados amiloideos podrían ser tóxicos actuando sobre la neurona y 
contribuyendo de forma directa a la aparición de los eventos que anteceden a la muerte neuronal en ausencia de 
la glia tanto en la enfermedad de Alzheimer (8) (11, 71, 249) como en las prionopatías (2, 112).
El poder dilucidar cuáles eran los procesos neurotóxicos y moleculares que precedían a la muerte neuronal 
previa a las disfunciones y deterioros cognitivos tan característicos de ambas patologías, despertó en nosotros 
un gran interés en poder determinar cuáles eran las bases moleculares subyacentes a la toxicidad directamente 
inducida sobre la neurona por los agregados amiloideos tan característicos de ambas enfermedades, así como 
en plantearnos si podrían existir mecanismos celulares y moleculares comunes que pudieran explicar todas las 
coincidencias descritas.
Al tratarse de enfermedades altamente complejas en las que numerosos factores contribuyen al 
entorno tóxico en el que se desarrollan los distintos eventos patológicos, decidimos emplear unas condiciones 
experimentales sencillas. Para ello seleccionamos un modelo exclusivamente neuronal con ausencia de glia con 
el que pretendíamos demostrar por un lado cómo los péptidos Ab y PrP pueden actuar directamente sobre la 
neurona provocando numerosos cambios moleculares y fenotípicos que precipitan a las neuronas a la muerte 
celular, y por otro lado describir los mecanismos subyacentes a la toxicidad directamente asociada a ambas 
proteínas. Con todo trataríamos de dilucidar rutas y mecanismos de acción por los que esta toxicidad se desarrolla 
ya en los estadios más tempranos de ambos procesos patogénicos y aún más, determinar si estos mecanismos 
pudieran ser comunes en ambos grupos patológicos, lo que permitiría el desarrollo de terapias comunes en un 
futuro si así quedara demostrado. 
Como modelo neuronal empleamos células SH-SY5Y, un neuroblastoma humano ampliamente descrito 
y utilizado en el estudio de enfermedades neurodegenerativas (28, 52, 101, 217, 261) y para emular la toxicidad inducida 
in vivo por los péptidos Ab 1-42 y el PrPsc empleamos los fragmentos proteicos Ab 25-35 y PrP106-126, que han 
sido utilizados por numerosos grupos como modelos representativos de la toxicidad inducida por Ab 1-42 y el PrPsc 
pues retienen las propiedades tanto físicas como biológicas que le confieren la toxicidad a los péptidos completos 
(74, 105, 289) además de formar agregados fibrilares altamente tóxicos para las neuronas (23) (24, 82, 96).
Para poder estudiar de una forma global y desde un nivel de abstracción mayor los cambios moleculares 
que se producen en neuronas expuestas a los péptidos neurotóxicos Ab 25-35 y PrP106-126, empleamos 
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microarrays de expresión de Affymetrix, que constituyen una de las herramientas mas poderosas, flexibles y 
de alto rendimiento que permiten valorar el cambio en los perfiles de expresión de miles de genes. Una vez se 
realizó la optimización del sistema, se demostró mediante ensayos de viabilidad celular y mediante la detección 
de distintos marcadores apoptóticos (caspasa 3, PARP y fragmentación nuclear), cómo los péptidos Ab 25-35 
y PrP106-126 eran capaces de inducir directamente la muerte de las neuronas en procesos dependientes de 
dosis y tiempo. Entonces, analizamos el perfil de expresión génica asociado a la exposición más temprana de 
los péptidos Ab 25-35 (Ab) y PrP106-126 (PrP), con el fin de describir los eventos moleculares desencadenados 
en los estadios más prematuros de la neurotoxicidad y evitando aquellos eventos moleculares y de señalización 
secundarios desencadenados como consecuencia de la aparición de segundos mensajeros.
 Un análisis primario de los datos puso de manifiesto la existencia de un cambio relativamente grande 
en el número de sondas para ambos grupos experimentales (Ab y PrP) respecto al grupo control, siendo 4629 
sondas en el grupo correspondiente al Ab 25-35 y 3539 en el grupo correspondiente al PrP106-126. Aunque el 
número total de sondas que ven modificada su expresión como consecuencia de cada uno de los tratamientos es 
similar, cerca de 4000, es llamativo observar como la mayoría de las sondas afectadas aparecen reprimidas en el 
caso del PrP (1800), mientras que la mayoría de ellas aparecen sobre-expresadas en el caso del Ab 25-35 (2279). 
A pesar de estas diferencias, existe un no despreciable número de sondas (1122) que cambian su expresión en 
la misma dirección, lo que podía ser un indicio de mecanismos análogos en el proceso neurotóxico de ambos 
péptidos. Son numerosos los grupos que han empleado microarrays, para determinar los cambios de expresión 
asociados a las dos patologías tanto in vitro como in vivo (12, 40, 132, 241, 281) presentando resultados muy diversos 
que difieren de los nuestros y entre sí. Sin embargo esto no es sorprendente pues los resultados obtenidos en 
este tipo de ensayos a gran escala dependen enormemente de las condiciones y diseño experimental, de la 
plataforma que se ha empleado para su realización así como del posterior análisis e integración de los datos 
y herramientas que se emplean para ello. A pesar de que este tipo de trabajos experimentales tienen un gran 
potencial para plantear nuevas hipótesis, establecer asociaciones desconocidas o no obvias entre determinadas 
rutas o procesos biológicos y adquirir una visión global de una determinada condición experimental biológica o 
patológica, conviene no olvidar que sólo es posible extraer conclusiones muy globales de los datos obtenidos 
mediante la anotación e integración funcional de los genes en procesos y rutas biológicas que servirán como punto 
de partida de nuevas hipótesis de trabajo que permitirán llegar a un conocimiento profundo de las condiciones 
biológicas y/o patológicas estudiadas, una vez estos hayan sido validados por técnicas alternativas y reproducidos 
en experimentos independientes que determinen la robustez de los mismos.
Realizado el experimento y obtenidos los datos crudos, tras un procesamiento exhaustivo de los datos 
mediante el empleo de distintas aplicaciones bioinformáticas obtuvimos gran cantidad de genes regulados 
para cada uno de los grupos experimentales que fueron anotados ontológicamente e integrados con funciones 
moleculares o rutas biológicas perfectamente caracterizadas. Una de las primeras conclusiones que podemos 
sacar de los resultados obtenidos, es que tanto el Ab 25-35 como el PrP106-126 desencadenan mecanismos 
específicos de señalización molecular asociados a cada uno de los péptidos. De hecho la mayoría de los procesos 
alterados para cada uno de los grupos experimentales son diferentes, lo que pone de manifiesto claras diferencias 
en el mecanismo de acción de cada uno de los péptidos durante el proceso neurotóxico. Sin embargo, a pesar 
de estas diferencias, existen procesos enriquecidos comunes tanto a nivel biológico, molecular y de señalización 
que pueden indicar un mecanismo neurotóxico común, y en consecuencia, posibles vías de actuación terapéutica 
comunes. Para poder llegar a conclusiones respecto a si estos procesos se ven alterados de la misma manera y 
en una dirección similar, haciendo que los cambios registrados en las células a nivel transcripcional y de expresión 
génica determinen un destino final equivalente en el contexto neurotóxico del Ab y del PrP es necesario estudiar 
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en detalle qué genes se ven afectados en cada uno de los procesos anotados, el peso específico de los mismos 
dentro de cada ruta y la relevancia de cada uno de ellos en relación con otras rutas de señalización. Esto es lo que 
trataremos de discutir a continuación.
En relación con los procesos comunes descritos encontramos a nivel molecular procesos con un nivel de 
abstracción muy general como son proteínas con capacidad de unión a ácidos nucleicos (9,31% Ab y 12,17% PrP), 
a ARN (4,03% Ab y 5,4% PrP), a proteínas (25,45 % Ab y 28, 9%) y genes que codifican proteínas con actividad 
de receptor acoplada a proteínas G (0,81% Ab	y 0,53% PrP). A nivel biológico de nuevo encontramos algunos 
procesos enriquecidos bastante generales como genes que codifican proteínas implicadas en la transcripción 
(7,75% Ab y 8,78% PrP), y el procesamiento del ARN (1,72% Ab y 2,32% PrP), pero también otros incluidos en 
un nivel de abstracción más detallado como genes que codifican proteínas con función de receptor y acopladas a 
proteínas G (0,98% Ab y 0,92% PrP), implicados en la regulación transcripcional dependiente de la ARN polimerasa 
II (1,13% Ab y 1,45% PrP), en la división celular (1,48% Ab y 2,15% PrP), en ciclo celular (2,38% Ab y 3,72 % PrP 
), en mitosis (1,16% Ab y 1,71% PrP) y en la transición de G1/S dentro del programa de división celular mitótico 
(0,42% Ab y 0,62% PrP). Por último entre las rutas de señalización alteradas de forma común encontramos: la 
ruta de P53, Ciclo celular, proteolisis mediada por ubiquitina, la ruta de señalización de las gonadotropinas y de las 
MAPquinasas así como diversas rutas implicadas en procesos tumorales como el cáncer prostático, el carcinoma 
celular renal y el cáncer colorrectal. Entre todos los procesos enriquecidos resulta llamativo ver cómo para cada 
una de las categorías ontológicas existe una clara alteración de numerosos eventos relacionados con la división, 
la mitosis y el control del ciclo celular. 
El ciclo celular es un conjunto ordenado de sucesos que conducen al crecimiento de la célula y consta de 
cuatro fases diferentes: G1-S-G2 y M. La fase S, en la que se produce la replicación del ADN, la fase M en la que 
se produce la mitosis y la citocinesis y las fases G1 y G2, o fases de intervalo que separan las anteriores (17). A lo 
largo del todo el ciclo se elaboran mecanismos de retroalimentación y puntos de control que aseguran su correcto 
funcionamiento. Bajo determinadas condiciones biológicas o patológicas la aparición de determinadas señales 
extracelulares o ambientales puede hacer que una célula entre en ciclo celular de forma anómala contribuyendo 
a la aparición de determinadas patologías. La transición a través de las distintas fases de ciclo es controlada por 
proteínas reguladoras que fluctúan rápidamente en su expresión durante su progresión. Dentro de este grupo 
encontramos las CDCs, las CCNs, las CDKs y las CDKIs (17)
Cuando en nuestro estudio analizamos los genes que se encuentran alterados por Ab en las 
categorías ontológicas de ciclo celular, mitosis y transición G1/S (Anexo II_Resultados_Aβ_Reg), encontramos 
sobreexpresados numerosos genes que codifican proteínas implicadas en las fases tempranas del ciclo, lo que 
indicaría una activación del ciclo como consecuencia del contacto directo del Ab con la célula. Entre estos genes 
sobreexpresados encontramos algunos tan importantes como las ciclinas D1 (CCND1) y D3 (CCND3) que se 
expresan específicamente en la fase de transición de G1/S. Ambas actúan como subunidades reguladoras 
activando al complejo, formado por las quinasas dependientes de ciclinas CDK4 y CDK6 (211) que fosforilan a la 
proteína Retinoblastoma (Rb), promoviendo la transición G1/S y la trans-activación de genes imprescindibles 
para la progresión en S por la liberación de factores de transcripción E2F que se acumulan en G1 (211, 221, 274). Este 
es el caso de CDC6, también sobre-expresada por efecto del Ab, que es transcrita en G1 donde presenta sus 
niveles de expresión más elevados y es fundamental para la iniciación de la replicación además de participar en 
el mantenimiento de los puntos de control que coordinan la fase de síntesis y mitosis (21). De la misma forma, los 
niveles de expresión de Retinoblastoma (Rb) se encuentran elevados y los de Rb1L (p107), un regulador negativo 
de ciclo que impide la progresión en G1 (131), se encuentra reprimido. Todo parece apuntar que existiría activación 
transcripcional resultante de la fosforilación de Rb y una progresión por la inhibición de moléculas que actúan como 
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represoras de ciclo. No sólo CDC6 se encuentra sobreexpresada por efecto del Ab, también CDK1 que codifica 
una proteína que participa activamente en la progresión de G1 a S, preparando la entrada en síntesis al fosforilar 
distintos sustratos que contribuyen a la progresión en ciclo (61). CDK1 y CDC6 están muy interrelacionados así 
una vez han aumentado los niveles de CDC6 en G1 durante las primeras etapas de S, ésta es inhibida a través 
de una fosforilación mediada por CDK1 (50). Otro de los genes que presenta una función reguladora crítica en el 
ciclo es CDC25A y que también está sobre-expresado. Este codifica una fosfatasa dual específica cuya expresión 
aumenta notablemente en respuesta a determinados estímulos en distintas fases del ciclo, siendo importante para 
la progresión en síntesis, donde la proteína es fosforilada y aumenta su actividad fosfatasa activando el complejo 
CDK2/CDCE por defosforilación de dos residuos inhibitorios, y también favorece la entrada en G2/M mediante la 
activación del complejo CDK1/CDCB (257).
No sólo existen cambios en genes implicados en las fases más tempranas del ciclo celular, sino que 
existen otros implicados en las fases más avanzadas G2 y M, así como en la segregación cromosómica. Entre 
otros encontramos CCNA2, SFN y GADD45A. La ciclina A2 (CCNA2), reprimida por efecto del Ab, en condiciones 
normales presenta su pico de actividad máxima en la fase G2 tardía aunque se acumula en S (211) donde activa a 
CDK2 (60, 201), aunque también puede también asociarse a CDK1 cumpliendo funciones reguladoras durante G2 y M 
(202, 203). Ha sido descrito como la pérdida funcional de esta ciclina resulta en un fallo en la replicación del ADN (81, 192), 
por ello una represión del gen que codifica para esta proteína podría estar indicando una alteración del ciclo una 
vez ya se hubiera iniciado. Otra proteína fundamental que participa en el punto de control G2 de ciclo es la proteína 
14-3-3 codificada por el gen SFN, muy inhibido por efecto del Ab en nuestro experimento. Esta proteína se induce 
notablemente en respuesta al daño en el ADN contribuyendo a un arresto del ciclo celular en G2 (97). Experimentos 
realizados con células knock-out para 14-3-3 (14-3-3 -/-) demuestran cómo tras la inducción de daño en el ADN, la 
ausencia de esta proteína hace que las células no consigan llegar al arresto celular en G2, debido al secuestro de 
CDC2 y la ciclina B, lo que las precipita a una muerte mitótica, debido a la entrada en mitosis con daños en el ADN 
(41). La represión de este gen podría por tanto impedir la detención de la entrada anómala en ciclo en el segundo 
punto de control G2, favoreciendo entonces la progresión en mitosis con daños en el ADN.
Otro de los genes que presenta aumentado su nivel de expresión es GADD45A, que codifica la proteína 
GADD45α, y normalmente aumenta sus niveles de expresión cuando existe un daño en el ADN bajo determinadas 
condiciones de estrés ambiental y tras la activación previa de las rutas P38/JNK (252). GADD45α al igual que 14-3-3 
forma parte del punto de control que existe en G2, y estabiliza a P53 en respuesta a daño en el ADN aumentando 
sus niveles de expresión junto con los de p21 y BAX (114). El aumento en los niveles de expresión de este gen, una 
vez más muestra cómo existe una alteración en el ADN como consecuencia del contacto directo y mantenido con 
el péptido Ab. 
Entre los genes que ven afectada su expresión por efecto del Ab, existen también numerosas proteínas 
implicadas en la formación y mantenimiento del huso mitótico: ASPM, CENPE, MAP9 y la segregación cromosómica 
como BUB-1, MAD1L, TLK-1 y 2, NEK2 que están reprimidas. 
Mientras que ASPM se localiza en el centrosoma durante la interfase y en los polos del huso mitótico 
durante la profase y hasta la telofase durante la mitosis (99), CENPE es una proteína motora asociada al centrómero 
que se acumula en la fase G2 del ciclo y aparece en la región centromérica durante la prometafase (291) y es 
responsable del movimiento de los cromosomas y el alargamiento del huso mitótico. La ausencia de CENPE lleva 
a la mala segregación de los cromosomas, además de a un retraso en la mitosis (224). Por otro lado MAP9 está 
asociada a microtúbulos y es importante en la formación del huso mitótico, citocinesis y la progresión en mitosis. 
Su desregulación resulta en profundos defectos mitóticos que finalizan en procesos de aneuploidía (265). Teniendo 
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en cuenta la importante función de todas estas proteínas en relación al control de la segregación cromosómica y 
formación del huso mitótico, una represión en sus niveles de expresión podría resultar en una disfunción del ciclo 
en las últimas fases. 
BUB-1 es una serin-treonin quinasa que está unida a los cinetocoros y presenta una función primordial 
en el establecimiento del punto de control en la formación del huso mitótico o SAC (splinde assembly checkpoint) 
(120, 170) y sirve como plataforma para el reclutamiento en el cinetocoro de otras proteínas reguladoras como MAD1, 
MAD2A, CENPE y PLK (111) (293). La pérdida de función por mutación o ausencia de BUB-1 resulta en aneuploidía, 
inestabilidad cromosómica y senescencia prematura (26). Igualmente MAD1, que es codificada por MAD1L, también 
forma parte del SAC y se localiza en el centrosoma asociado a cinetocoros durante la metafase y en la zona 
intermedia del huso mitótico durante la anafase y la telofase (235) inhibiendo la actividad del complejo promotor 
de anafase, previniendo así la degradación de efectores que favorecen la salida de mitosis y el arresto mitótico 
en caso de detectar cinetocoros desanclados. Su depleción desencadenaría un mal funcionamiento del SAC 
favoreciendo la finalización de la mitosis con errores y la aparición de células aneuoploides y en consecuencia  la 
apoptosis (134).
Otras proteínas que participan en la segregación cromosómica y que están muy reprimidas en nuestro 
experimento por el tratamiento con el Ab son TLK-1 y TLK-2. Las proteínas TLKs son quinasas reguladas por 
fosforilaciones durante el ciclo celular y aunque se expresan de forma bastante estable a lo largo de todo el ciclo 
presentan un pico de expresión en S (234). En respuestas a daño en el ADN su expresión es reprimida en fases S 
y G2 para evitar la finalización de ciclo con daños que no hayan podido ser reparados e implica una señalización 
específica mediada por ATM, NBS y CHK1 (116). Otra de las proteínas reprimida por Ab y que está implicada en el 
mantenimiento de la integridad cromosómica y en la regulación de la correcta separación de los cromosomas es 
NEK2 (77). Una pérdida de función de esta proteína al igual que en los casos anteriores, llevaría a una alteración en 
la correcta finalización del ciclo celular impidiendo la segregación de los cromosomas.
Existe una clarísima inhibición de muchos de los genes que codifican proteínas que participan en la 
formación del huso mitótico y en la correcta segregación cromosómica, lo que de alguna manera impide la 
finalización del ciclo. Esto podría generar células hijas con cargas genéticas distintas y anómalas, con aneuploidías 
o poliploidías, que podrían desencadenar la muerte por apoptosis. 
Los resultados obtenidos en nuestros experimentos van en definitiva en concordancia con muchos de los 
datos publicados por otros grupos de investigación. En efecto, son numerosos los trabajos que describen cómo 
existe una reactivación del ciclo celular en las neuronas que puede causar muerte celular y neurodegeneración 
(7, 86, 178, 272, 294). Es más, algunos estudios recogen un aumento y deslocalización de numerosas proteínas de ciclo, 
fundamentalmente de las fases G1 y S (168) (182), en neuronas post-mitóticas localizadas en la región hipocampal de 
cerebros afectados por AD, entre otros ciclina D y E, CDK4 y CDC2, PCNA y algunos inhibidores de CDKs como 
p21 y p105 (167, 287). De la misma forma una fracción significativa de las neuronas hipocampales y piramidales de 
regiones especialmente afectadas en pacientes con AD presentan una replicación parcial o total del ADN, algo 
que no se observaba en regiones cerebrales hipocampales de cerebros que no sufren proceso de demencia (288). 
Más aún, aquellas neuronas que han reactivado su ciclo progresan a fase S, pero tan sólo 1-2% presentan un 
contenido doble en ADN, habiendo completado la replicación. La mayoría de estas neuronas que entran en ciclo 
permanecen en fase S sin llegar a terminar (178) lo que puede sugerir que los mecanismos de control existentes 
entre G1/S en estas células fallan haciendo que repliquen su ADN y progresando a G2, sin embargo el punto 
de control en G2/M detendría el ciclo, no finalizándose de forma completa. Las células completarían la fase de 
síntesis, pero como la mitosis (M) no se terminaría, estas células permanecerían como células aneuploides o 
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tetraploides (98, 154). Un replicación incompleta puede contribuir por tanto a la aparición de daños en el ADN que 
no son reparados de forma adecuada y se acumulan disminuyendo la actividad de la maquinaria replicativa (186, 
187). No sólo las neuronas podrían morir como consecuencia de esta re-entrada anómala en ciclo, algunos autores 
barajan la posibilidad de que la propia aparición de la aneuploidía y la poliploidía podría también contribuir al 
procesamiento amiloidogénico de la APP y a los procesos inflamatorios característicos de esta patología (86). Otros 
autores plantean esta disfunción de ciclo como uno de los primeros eventos, que predispondrían a la neurona a 
otros insultos haciéndola mucho mas sensible a otros eventos deletéreos (295). 
Otra de las cosas que llamó nuestra atención entre los genes afectados por el Ab es la represión de 
numerosos genes que codifican proteínas implicadas en los distintos mecanismos de reparación. Este es el caso de 
NBN, LIG4, ATM, ATR, CCAR1 y H2AFX. La alteración de los mecanismos de reparación agravaría notablemente 
las anomalías derivadas de la re-entrada en ciclo. La célula presenta distintos mecanismos de reparación de 
daños en las hebras de ADN: Reparación por recombinación homóloga (HR) en la que los daños se reparan a 
partir de instrucciones de la cromátida hermana y el mecanismo non-homologous end joining (NHEJ), que permite 
la reparación de daños en el ADN incluso si no existe similitud de secuencia, previniendo el reordenamiento de los 
cromosomas. De forma muy llamativa cuatro proteínas que están implicadas en este último sistema de reparación, 
LIG4, NBN ATM y ATR se encuentran muy reprimidas por efecto del Ab. NBN forma parte del complejo MRN, 
formado por Mre-11/RAD50/NBN, que participa en uno de los puntos mas tempranos del mecanismo de reparación 
NEHJ e interacciona con ATM, otras de las proteínas reprimidas, permitiendo el reconocimiento de roturas en 
ADN de doble hélice y su aproximación para su posterior reparación (42). Este complejo contribuye activamente a 
la regulación del ciclo y mantiene la estabilidad de la información. ATM junto con ATR son dos proteínas quinasas 
que actúan como sensores de daño en el ADN. Mientras que ATM se activa en respuesta a rupturas en el ADN 
de doble hebra y alteraciones estructurales en la cromatina, ATR responde fundamentalmente a fallos en las 
horquillas replicativas (84, 204). Ambos forman parte del punto de control que existe en G1 y cuando existe un daño 
celular como consecuencia de estrés genotóxico inducen un rápido aumento de P53 además de favorecer su 
fosforilación y una activación de las MAP quinasas, contribuyendo bien al arresto celular o a la apoptosis (284). ATM 
también regula CCAR1 y H2Ax mediante reacciones de fosforilación. Mientras CCAR1 codifica una proteína que 
actúa de coactivador para P53 (150) jugando un papel importante en el crecimiento celular y la apoptosis (113), H2AX 
es una forma minoritaria de las histonas H2A que es codificada por H2AFX y es activada en respuesta a daño 
celular ayudando al reclutamiento de las cohesinas, proteínas que contribuyen al mantenimiento de las cromátidas 
hermanas facilitando el acceso e incorporación del complejo remodelador de la cromatina para la reparación de 
las roturas del ADN (157, 220, 284) tanto en los mecanismos de reparación por recombinación homóloga como por NEHJ 
(133). LIG4 es el gen que codifica la DNA ligasa IV, la proteína responsable de ligar las rupturas en el ADN durante 
el proceso de reparación NEHJ junto con su cofactor XRCC4 (27). Su peso específico en este mecanismo de 
reparación es tan importante que aquellas células que pierden esta proteína presentan numerosas translocaciones 
cromosómicas en el caso de inducción de daños en el ADN (229). 
Todo parece indicar que tras la exposición sostenida de las células al péptido Ab existen alteraciones 
tanto en los mecanismos de reparación como en el ciclo celular lo que estaría generando un desbalance 
genético consecuencia de una replicación incompleta del ADN que llevaría a una inestabilidad genómica con 
reordenamientos cromosómicos y a la apoptosis por la existencia de células con daños sin reparar. Nuestros 
resultados se ven apoyados por estudios muy recientes realizados en pacientes afectados por AD con distintos 
grados de alteración cognitiva en los que se observan cómo estos presentan daños importantes en el ADN además 
de presentar de forma paralela alteraciones en los sistemas de reparación que están directamente relacionados 
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con la muerte neuronal precedente a la demencia característica de esta enfermedad (33). Sería interesante diseñar 
y realizar experimentos para determinar si estas alteraciones en los mecanismos de reparación son una causa 
o una consecuencia de la toxicidad inducida por el péptido Ab. Cabría plantearse si la alteración directa en los 
mecanismos de reparación llevaría a la muerte por una acumulación de daños en el ADN, que no son reparados 
tras la re-entrada en ciclo, o bien si los mecanismos de reparación tratan de reparar todos los daños producidos 
como consecuencia de la re-entrada en ciclo y al existir tantos, haciéndose irreparables, la célula decide inhibir los 
mecanismos de reparación y redirigir toda la energía para desencadenar la apoptosis.
Cuando estudiamos los genes que se encuentran alterados en su expresión para el PrP106-126 en las 
categorías ontológicas de ciclo celular, mitosis y transición G1/S (Anexo III_Resultados_PrP_Reg), encontramos 
de nuevo numerosas ciclinas y proteínas reguladoras de ciclo celular que se ven alteradas, sin embargo en este 
caso, muchas de estas proteínas que son fundamentales para la entrada y progresión en ciclo en las etapas mas 
iniciales se encuentran ya reprimidas. Existe una clara inhibición ya desde las primeras etapas de ciclo. Este es el 
caso de CDC2, CDC6 y CDK6 CCNA1 fundamentales en el control del ciclo S y G2 (189, 285), CCNA2 que favorece la 
progresión en las fases de transición G1/S y G2/S (181) y CCNH implicada en procesos de regulación transcripcional 
dependientes de TFII y de la ARN polimerasa constituyendo un punto de control y de unión importante entre la 
expresión basal de numerosos genes y las distintas fases de ciclo celular mediante su unión a otras proteínas 
como CDKA1 y MAT1(3). TFDP1, también inhibida por efecto del PrP, promueve la transcripción de los genes 
dependiente de E2F y constituye parte del complejo de control transcripcional génico durante la fase de transición 
G1/S (10). 
Al igual que para el caso del Ab son numerosos los genes implicados en la formación del huso mitótico y 
la regulación de la segregación cromosómica y la reparación del ADN los que se ven reprimidos por efecto del PrP. 
Este es el caso de CEP55, MAD2L1, BUB-1 y MAP9.
CEP55 juega un papel fundamental en la salida de mitosis y citocinesis reclutando a otras proteínas en 
los cuerpos intermedios (177), MAD2L1 codifica la proteína MAD2A que está implicada en el control del ensamblaje 
del huso mitótico (SAC) y constituye un punto de control en el caso de formación de husos mitóticos aberrantes 
o daño en el cinetocoro (147) desencadenando al arresto celular mediante la detención del ciclo en la fase más 
temprana de la anafase evitando así la aparición de células hijas aneuploides (65, 111, 147, 293). MAP-9 es una proteína 
asociada a microtúbulos implicada en la formación del huso mitótico, la progresión en mitosis y la citocinesis, su 
depleción lleva a la aparición de graves defectos como la formación de husos aberrantes, retraso en la progresión 
de mitosis, fallo en la citoquinesis y apoptosis (219). Algo similar ocurre con los genes implicados en los mecanismos 
de reparación que también están inhibidos. Entre otros encontramos genes implicados en los mecanismos de 
reparación por NEHJ y recombinación homóloga como ATR, ATM, NBN, LIG4, SFN, SMC2 y 3 y RIF1. SMC2 y 
3 están implicadas en procesos como el mantenimiento de las estructura y dinámica cromosómica la regulación 
génica y la reparación del ADN (128). Mientras que SMC2 participa en la reparación de rupturas simples del ADN 
(SSB), SMC3 está implicado en la reparación de rupturas de doble hebra en el ADN (88). Otra proteína importante 
en los procesos de reparación de rupturas dobles en el ADN por recombinación homóloga y que se encuentra muy 
reprimida por efecto del PrP, es RIF-1 que actúa como sensor de daños en el punto de control de la fase S de ciclo 
y se acumula en las horquillas de replicación asociado a la heterocromatina centromérica (269).
Todo parece apuntar, al igual que en el Ab, que existe una clara inhibición de los mecanismos de reparación 
y del ciclo celular en las células que están en contacto directo con el PrP106-126. De nuevo, cabría plantearse si 
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la inhibición masiva de estos genes pudiera ser una consecuencia de un daño importante en el ADN que obligara 
a la célula a no destinar más energía y recursos a la reparación de estos daños y si al desencadenamiento de 
la apoptosis, un proceso por otro lado altamente dependiente de energía (ATP), o bien, si la inhibición de los 
mecanismos de reparación sería una consecuencia directa de la toxicidad del PrP106-126, que llevaría al acumulo 
de daños irreparables que harían desencadenar en la célula el programa apoptótico. Estudios recientes muestran 
cómo una desregulación del ciclo puede producirse tras la estimulación con PrP106-126 en neuronas corticales 
humanas, mostrando niveles elevados de proteínas características de fase G1 y S pero no marcadores de M (154) 
Sería por tanto interesante y necesario, por otro lado, la realización de nuevos experimentos que permitieran 
estudiar en detalle la dirección y destino final de todos estos cambios.
Otro de los procesos que se ven alterados en ambos grupos experimentales (Ab y PrP) es la proteolisis 
mediada por ubiquitina. El proteasoma en colaboración con un sofisticado sistema de ubiquitinación permite el 
marcaje selectivo y la degradación de numerosas proteínas reguladoras de vida corta que deben desaparecer 
en el contexto de una correcta regulación transcripcional y celular, así como de aquellas proteínas anormalmente 
plegadas que deben ser eliminadas de la célula, para evitar una disfunción celular (163). Está implicado en diversos 
procesos celulares como el tráfico de membranas, la función de histonas, la regulación transcripcional, la reparación 
del ADN y el ciclo celular (197, 266). Dentro de los genes que se agrupan en esta categoría ontológica tanto para 
Ab como el PrP encontramos ANAPC10, BIRC3, CUL2, CUL3, CUL4A, MDM2, XIAP, UBA6/UBE1L2, UBE2D1, 
UBE2K, SAE1, UBA2 /SAE2.
Entre los genes alterados por ambos tratamientos encontramos varias cullinas (CUL2, 3 y 4A) que 
pertenecen al grupo de las E3 ubiquitina-ligasa, implicadas en la reacción enzimática secuencial necesaria para 
la degradación proteica mediada por proteasoma (163). Además de las cullinas encontramos UBE1C, UBE1L2, 
UBE2D1 y UBE2K que codifican proteínas que regulan el correcto funcionamiento del ciclo celular, facilitando el 
marcaje para la degradación de distintas proteínas reguladoras importantes en ciclo. Este es el caso de P53 que 
mediante un proceso de control de retroalimentación mediado por estas ubiquitinas reguladoras y MDM2 mantiene 
altos o bajos los niveles de expresión y proteína ante la presencia de determinadas señales estabilizadoras o de 
daño en el ADN y estrés oxidativo facilitando la activación o inhibición transcripcional de numerosos genes (95). 
La inhibición de estos genes implicados en la regulación de P53 junto con el daño a nivel del ADN, llevaría a una 
acumulación de P53 que impediría la replicación de la célula con daños gracias a la detención del ciclo en G1 e 
interfase. Si finalmente estos daños son extensos o irreparables unido a la evidente alteración en los mecanismos 
de reparación, se desencadenaría la apoptosis.
Existen numerosos estudios que muestran cómo los procesos de ubiquitinación se encuentran alterados 
en las áreas cerebrales más deterioradas de pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer (123) y en las 
prionopatías, encontrando en estas últimas, alteraciones en las funciones neuronales como consecuencia de la 
inhibición de las subunidades b del núcleo 26S del proteasoma tras la infección de células con extractos cerebrales 
infectados por PrPsc (109, 138).
Además de moléculas implicadas en la ubiquitinación encontramos sobreexpresados, tanto para el Ab 
como para el PrP, genes que codifican proteínas implicadas en la sumoilación como SAE1 y UBA2/SAE2 implicadas 
en la activación dependiente de ATP de las proteínas SUMO (47). Recientes estudios demuestran como los procesos 
de sumoilación atenúan la agregación y la toxicidad celular de aquellas células que contienen expansiones de 
poliglutamina como la ataxina (110). Aparentemente la sumoilación podría funcionar como un impedimento estérico 
para la formación de grandes agregados con estructuras b-laminares, previniendo el plegamiento anómalo de 
las proteínas. Teniendo en cuenta la naturaleza b-laminar tanto de los agregados amiloides como de los priones, 
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podríamos concluir cómo un aumento en la expresión de estas dos enzimas tendría un valor beneficioso en 
el contexto de la enfermedad de Alzheimer y las prionopatías evitándose la formación de agregados de mayor 
tamaño.
Otra de las rutas biológicas que se ven alteradas por efecto de la toxicidad asociada al Ab y al PrP es 
la ruta de señalización de las gonadotropinas. A pesar de que la misma ruta se ve afectada los genes los que 
se ven afectados son distintos. En las células expuestas al Ab encontramos alterados la hormona liberadora 
de gonadotropinas (GNRH2) y numerosos genes que codifican para numerosas proteínas implicadas en la 
señalización del Ca2+ como la adenilato ciclasa 4 (ADCY4), 6 (ADCY6), la 8 (ADCY8), la calmodulina, la proteína 
quinasa II dependiente de calmodulina (CAMK2B), varias fosfolipasas A21B (PLA21B), A2G2E (PLA2G2E), 
A2G2F (PLA2G2F), (PLA2G6), PLC, PLD1 y canales de calcio tipo L- dependientes de voltaje. Son numerosas 
y muy recientes las publicaciones que establecen una relación entre el sistema hormonal de liberación de las 
gonadotropinas y la neurodegeneración asociada al Alzheimer (9)(169, 270). La hormona liberadora de gonadotropina 
(GnRH) juega un papel fundamental en la regulación reproductiva hormonal tanto periférica como central, pero 
además de estas funciones controla funciones superiores como el aprendizaje y la memoria (270), procesos por otro 
lado claramente alterados en la enfermedad de Alzheimer. Existen tres tipos de gonadotropinas que se expresan 
en vertebrados, GnRHI, GnRHII y GnRHIII. De forma llamativa GnRH2 se encuentra muy reprimida por efecto del 
Ab. GnRHII presenta una expresión particularmente abundante en el núcleo caudado, la amígdala e hipocampo 
(144), favoreciendo la transmisión sináptica mediada por receptores glutamatérgicos (85) y coincidiendo además con 
dos de las áreas más afectadas en la enfermedad de Alzheimer. La acción de GnRHII es mediada a través del 
receptor para gonadotropinas GnRHR, que pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G. 
Tras la unión de GnRHII a GnRHR se generan segundos mensajeros como el diacilglicerol (DAG) y el inositol 
trifosfato (IP3) vía MAP quinasas (173) que lleva a la activación de la PKC mientras que el IP3 favorece la liberación 
del Ca2+ desde los reservorios intracelulares (270) y a un aumento del AMP cíclico, la activación de múltiples MAP 
quinasas, de GSK3 y de tirosinas quinasas como c-SRC y diacil-glicerol quinasas (270). Otra de las evidencias 
que ponen de manifiesto la importancia de esta ruta en esta patología es la prevalencia de la enfermedad de 
Alzheimer entre las mujeres que presentan la menopausia, disminuyendo ésta notablemente entre aquellas 
mujeres que mantienen altos niveles de estrógenos después de la menopausia y el eje HPG funcional (159). Más 
aún en la actualidad se están proponiendo la utilización de análogos de GnRH como terapia en las enfermedades 
neurodegenerativas (270). Al presentar muy inhibida GnRHII, todos los procesos dependientes de la unión de este 
ligando al receptor GnRHR, como la plasticidad neuronal, el aprendizaje y la memoria, podrían verse directamente 
alterados. De nuestros resultados podemos inferir igualmente que existe una clara alteración de los mecanismos 
de señalización mediados por calcio, viéndose afectadas varias isoformas de la Adenilato ciclasa (AC), la CAMKII 
la fosfolipasa C y D. Son numerosas las publicaciones que describen una relación directa entre la actividad de la 
adenilato ciclasa y la enfermedad de Alzheimer. Los niveles de AMP cíclico se ven alterados en distintas áreas 
cerebrales de pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer (37). Las alteraciones en la memoria podrían 
surgir en parte como una consecuencia de la alteración de la plasticidad sináptica a corto plazo dependiente 
de AMP cíclico y calcio así como de la alteración de los procesos de potenciación a largo plazo asociada a una 
disminución en la actividad de esta enzima (188). Mas aún, ha sido descrito cómo la aplicación directa de Ab 25-
35 sobre neuronas hipocampales produce cambios en los procesos de potenciación a largo plazo mediados por 
la adenilato ciclasa, lo que favorece la alteración de la homeostasis del calcio vía PKA/CREB (15). Otros trabajos 
describen cómo las alteraciones en la neurotransmisión en pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer se 
debe, además de la alteración de la adenilato ciclasa, a la de la hidrólisis de los fosfoinisítidos mediada por la PLC 
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(36, 67). Esto es algo que puede verse apoyado por nuestros resultados ya que el gen que codifica para la PLC se 
encuentra muy inhibido por Ab. Así la depleción de los niveles de expresión para este gen supondría la ausencia 
de segundos mensajeros, viéndose alterada toda la señalización secundaria dependiente de esta proteína. Otro de 
los genes implicado en la señalización del calcio que está claramente alterado es el que codifica para los canales 
de calcio dependientes de voltaje (VGCCs). Cuando se emplean inhibidores farmacológicos para estos canales 
existe una represión transcripcional que produce alteraciones sinápticas que pueden resultar en una alteración de 
los procesos de plasticidad y memoria (62). Una represión en la expresión de estos canales podría estar indicando la 
existencia de una alteración de la señalización del calcio y en consecuencia de los procesos sinápticos implicados 
en la memoria, ya que estos canales son una de las principales fuentes de entrada de Ca2+ en la célula (146). 
Mas aún, ha sido descrito cómo la aplicación de Ab 25-35 en neuronas hipocampales de rata tipo CA1 altera 
la homeostasis intracelular del calcio mediante la modulación de la actividad de otros canales dependientes de 
voltaje tipo L y T (146).
Otros dos genes muy alterados en su expresión por efecto del Ab son ATF4 y GRB2. De forma llamativa 
ATF4 se une a la región reguladora del gen que codifica la presenilina-1 uno de los principales genes que 
participan en el procesamiento del APP (174) y GRB2 es una proteína que junto con SOS-1 constituyen uno de 
los principales componentes inductores de transducción de señal en la membrana plasmática, favoreciendo la 
expresión de diversas ciclinas e inhibidores de ciclo. Existe estudios que muestran cómo existe alteraciones tanto 
de GRB2 como de su ligando en cerebros de pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer en relación a 
los pacientes control (174)
Al igual que para el caso del Aβ existe una alteración de la señalización mediada por gonadotropinas en 
las células expuestas al PrP106-126, aunque los genes afectados son diferentes. Encontramos entre los genes 
mas alterados, los canales de calcio tipo L-dependientes de voltaje codificados por CACNA1D, la fosfolipasa A2 
y la fosfolipasa C, la protein quinasa C y SOS. No existen estudios que describan la existencia de alteraciones de 
esta ruta en pacientes o animales afectados por esta patología. Sin embargo, si se ha observado cómo la proteína 
PrP está implicada en el metabolismo del calcio, evocando elevaciones de los niveles de calcio en neuronas 
hipotalámicas gonadotrópicas (121) y también existe una alteración del metabolismo del calcio en células infectadas 
con priones, disminuyendo los niveles de calcio en el retículo endoplásmico, contribuyendo a  aparición de la 
muerte celular inducida por estrés en retículo endoplásmico y mitocondria (68, 259). 
Nuestros resultados nos permiten inferir que existe una clara alteración de la señalización dependiente 
del calcio asociada a la toxicidad de ambos péptidos que podría afectar a los procesos de plasticidad sináptica tan 
importante en el desarrollo de los procesos de la memoria.
A pesar de las obvias diferencias que existen entre estas patologías y de que las proteínas implicadas 
son diferentes, son numerosos los mecanismos moleculares equivalentes que acontecen en ambos procesos 
patogénicos. Como hemos podido comprobar en nuestros resultados, aunque efectivamente son mas las 
diferencias, existen coincidencias en algunas rutas de señalización que se ven alteradas como consecuencia 
de la toxicidad asociada al contacto directo de las células con los péptidos Ab y PrP, viéndose afectados 
fundamentalmente, el ciclo celular, los sistemas de reparación, el catabolismo proteico mediado por ubiquitina, 
la ruta de las gonadotropinas y el metabolismo del calcio. Sería interesante plantear experimentos nuevos para 
determinar la dirección de todos estos cambios y su resultado final en el destino de la célula. A pesar de que 
este estudio se planteó hace ya algunos años, cuando la tecnología de los microarrays estaba despegando, los 
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resultados que derivan del mismo presentan vigencia aún hoy, pues muestran múltiples cambios generados como 
consecuencia de la toxicidad derivada del contacto directo tanto del Ab como del PrP con las células y en ausencia 
de otros estímulos como los provenientes de la activación de la glia. Esto va en sintonía con numerosos estudios 
más actuales, que ponen de manifiesto un papel directo de los péptidos amiloidogénicos sobre las células que 
están en contacto con ellos, tanto en sus formas oligoméricas como los agregados b-laminares, constituyendo el 
origen de la toxicidad tanto en la enfermedad de Alzheimer (54, 106, 118) como en las priponopatías. (69, 222). La gran 
cantidad de información que hemos obtenido de estos experimentos por tanto puede servir de soporte y comienzo 
para el planteamiento de nuevas hipótesis de trabajo que permitan establecer relaciones biológicas no evidentes 
hasta ahora entre distintas rutas y moléculas implicadas en los procesos neurotóxicos asociados a los agregados 
amiloidogénicos tan característicos tanto de la enfermedad de Alzheimer como en las prionopatías, constituyendo 
la base para nuevas líneas de actuación en investigación futuras. 
Sería interesante desarrollar experimentos más específicos (proteómica, citometría de flujo y ARN de 
interferencia) que permitieran abordar y profundizar en las nuevas hipótesis de trabajo surgidas como resultado del 
análisis de estos microarrays, con el fin de conocer en profundidad los mecanismos de acción de ambos péptidos 
en el contexto tanto de la enfermedad de Alzheimer como de las prionopatías.
Igualmente, también sería necesario plantear ensayos in vivo, con alguno de los modelos animales 
disponibles para cada una de las patologías, con el fin de complementar estos resultados y determinar si estas 
alteraciones moleculares y biológicas descritas in vitro se producen de la misma forma modelos que reproducen 
los síntomas y las alteraciones neuropatológicas asociadas a ambas patologías.
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6. CONCLUSIONES
1. Los péptidos amiloidogénicos Ab 25-35 y PrP106-126 son capaces de inducir la muerte de las neuronas en 
ausencia de la glía. 
2. Existe una gran mayoría de procesos biológicos, moleculares y de transducción de señal específicamente 
afectados por cada uno de los péptidos. Sin embargo, también existen algunos alterados de forma común 
que podrían suponer una vía de actuación terapeútica, incluso estudiarse en patologías similares que también 
cursan con agregados proteicos como el Huntington, Parkinson y diversas Ataxias.
3. El ciclo celular, la mitosis, la segregación cromosómica y los mecanismos de reparación están claramente 
alterados por efecto tanto del Ab 25-35 como del PrP106-126.
4. Los procesos de ubiquitinación están igualmente alterados por efecto tanto del Ab 25-35 como del PrP106-
126.
5. La ruta de señalización de las gonadotropinas y el metabolismo del calcio están alterados por efecto tanto del 
Ab 25-35 como del PrP106-126.
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8. ANEXOS
INSTRUCIONES DE USO DE LOS ANEXOS.
Dada La complejidad de los datos obtenidos de microarrays, gran parte de los datos obtenidos en la 
realización de esta memoria se han adjuntado como Anexos en un DVD para facilitar su consulta.
Anexos I _LISTAS GENES.
Se incluyen en una hoja Excel las listas de genes obtenidas tras el filtrado y procesamiento de los datos 
en cuatro pestañas diferentes correspondientes a cada uno de los cuatro grupos de genes sobre-expresados o 
reprimidos por cada tratamiento.  Aplicando la función “Autofiltro” disponible entre las herramientas de las hojas 
Excel, se podrá seleccionar el parámetro que se desee consultar (Descripción del gen, Gene Symbol, Probeset ID, 
Anotación Biológica y Ontológica, número de veces en el array, SLR, Tasa de cambio) facilitando así  su consulta. 
Para poder utilizar la función autofiltro: Situarse en la fila del encabezadoàHerramientasàFiltroàAutofiltroàA 
continuación aparece en cada casilla una flecha, que permite seleccionar el parámetro que se desea filtrar.
Anexo II_Resultados_AB.
Se incluyen en una hoja Excel las distintas Funciones Moleculares, Procesos Biológicos, Componentes 
celulares y Rutas Biológicas correspondientes al Ab 25-35. En cada pestaña se incluyen todos los procesos 
significativos (marcados en gris) y en la hoja consecutiva, los genes incluidos en cada uno de los procesos. 
Aplicando la función “Autofiltro” disponible entre las herramientas de las hojas Excel, se podrá seleccionar el 
parámetro que se desee consultar (GO ID, Function Name, Total Input Ids, Total Input Genes, P-Value, y Corrected 
P-Value (expand:FDR,)) facilitando así  la consulta de los genes incluidos. Para poder utilizar la función autofiltro: 
Situarse en la fila del encabezadoàHerramientasàFiltroàAutofiltroàA continuación aparece en cada casilla 
una flecha, que permite seleccionar el parámetro que se desea filtrar.
Anexo III_Resultados_PRP.
Se incluyen en una hoja Excel las distintas Funciones Moleculares, Procesos Biológicos, Componentes 
celulares y Rutas Biológicas correspondientes al PrP106-126. En cada pestaña se incluyen todos los procesos 
significativos (marcados en gris) y en la hoja consecutiva, los genes incluidos en cada uno de los procesos. 
Aplicando la función “Autofiltro” disponible entre las herramientas de las hojas Excel, se podrá seleccionar el 
parámetro que se desee consultar (GO ID, Function Name, Total Input Ids, Total Input Genes, P-Value, y Corrected 
P-Value (expand:FDR,)) facilitando así  la consulta de los genes incluidos. Para poder utilizar la función autofiltro: 
Situarse en la fila del encabezadoàHerramientasàFiltroàAutofiltroàA continuación aparece en cada casilla 
una flecha, que permite seleccionar el parámetro que se desea filtrar.
Anexo IV_Figuras Tesis_Tamara Martinez
Dada la complejidad de gran parte de las figuras de la tesis, se incluyen en esta carpeta las figuras de 
toda la tesis para que se puedan consultar en un formato de imagen (.jpg) que facilita la ampliación de la imagen, 
especialmente en las figuras de las Rutas biológicas. Estas últimas se encuentran tanto en formato .jpg  (ver 
Figuras Tesis_Tamara_Martinez) como en pdf ( ver pdf Rutas Biologicas).
Anexo V_Publicaciones.
